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La neuroinflamación es un proceso que acompaña a las enfermedades 
neurodegenerativas y en el que están implicadas las células gliales, que se activan en 
respuesta al daño del sistema nervioso central cambiando su morfología y modificando 
su expresión génica. Por otra parte, las enfermedades neurodegenerativas presentan 
diferencias sexuales en su manifestación, en las que también podría participar la glía. 
El origen de las diferencias sexuales en la patología cerebral puede recaer tanto en la 
carga genética de cada individuo como en las acciones organizadoras y activadoras 
de las hormonas gonadales, que ejercen sus efectos desde estadios tempranos del 
desarrollo, teniendo una gran importancia la acción organizadora de la testosterona en 
los machos. Además de sus acciones durante el desarrollo, las hormonas sexuales 
ejercen efectos neuroprotectores en el cerebro, tanto sobre las neuronas como la glía. 
El papel neuroprotector del estradiol ha sido ampliamente demostrado, pero ejerce 
efectos deletéreos sobre otros tejidos, lo que ha impulsado el desarrollo de moléculas 
capaces de ejercer efectos agonistas o antagonistas a los del estradiol de forma 
específica de tejido. Dichos compuestos han sido denominados moduladores 
selectivos de los receptores de estrógeno o SERMs. Las células gliales contienen toda 
la maquinaria necesaria para la síntesis de hormonas sexuales, participando 
activamente en la esteroidogénesis local en el sistema nervioso central. La 
esteroidogénesis comienza en la mitocondria, el orgánulo encargado del 
abastecimiento energético de la célula, y allí tiene lugar su primera etapa limitante, la 
translocación del colesterol de la membrana mitocondrial externa a la interna. 
En el presente trabajo, se han estudiado las diferencias sexuales en la respuesta 
inflamatoria de los astrocitos en cultivo, midiendo la expresión de ARNm de 
marcadores relacionados con la inflamación, la esteroidogénesis, la transducción de la 
señal estrogénica y la función y morfología mitocondrial. También se ha analizado el 
papel que en dichas diferencias ejerce la testosterona perinatal. También se ha 
analizado el efecto que sobre la respuesta inflamatoria astroglial pudieran ejercer un 
ligando de la proteína translocadora del colesterol en la mitocondria, un inhibidor de la 
síntesis de estradiol y varios compuestos estrogénicos. Se han detectado diferencias 
sexuales en la respuesta astroglial a la inflamación in vitro, algunas de las cuales 
resultaron análogas a las observadas tras el tratamiento perinatal con testosterona en 
animales hembra. Sin embargo, los tratamientos administrados no modificaron en 
líneas generales la respuesta inflamatoria, de tal forma que no se observaron efectos 
neuroprotectores de estas moléculas in vitro. 
Asimismo, se han estudiado la diferencias sexuales en la respuesta inflamatoria 
de la corteza de ratones prepuberales in vivo, demostrando que la respuesta del tejido 
completo no se debe exclusivamente a la observada en los astrocitos. Aunque no 
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fueran idénticas a las previamente observadas en los astrocitos in vitro, se detectaron 
diferencias sexuales en la respuesta inflamatoria de la corteza cerebral in vivo, 
algunas de la cuales también tuvieron su origen en la testosterona perinatal. 
Finalmente, se estudió el efecto del estradiol y varios SERMs sobre la reactividad 
glial en dos modelos in vivo. En un modelo de inflamación sistémica, los SERMs 
redujeron la microglía reactiva en condiciones basales, incrementaron la microglía 
reactiva en condiciones de inflamación o tuvieron ambos efectos. En un modelo de 
lesión cerebral penetrante, los SERMs redujeron la reactividad de la astroglía y la 
microglía. La reducción de la reactividad glial observada en este modelo 
probablemente implica la acción de los receptores clásicos de estrógeno, puesto que 
el tratamiento con agonistas selectivos de los mismos dio lugar a un efecto equivalente 
al ejercido por los compuestos estrogénicos. La respuesta astroglial al daño traumático 
estuvo influenciada por la edad y el tiempo previo de privación de hormonas 
gonadales, puesto que dicha respuesta se exacerbó en animales de avanzada edad y 
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1.- LAS CÉLULAS GLIALES EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 
 
La palabra glía procede del griego γλία, cuyo significado es pegamento. Su 
existencia fue descrita por primera vez en 1856, cuando Rudolf Virchow reconoció la 
presencia de un componente intersticial o tejido conjuntivo en el sistema nervioso 
envolviendo los componentes neuronales y que denominó Nervenkitt o neuroglía. A lo 
largo de la segunda mitad del siglo XIX se identificaron y clasificaron estas células no 
neuronales, de tal forma que a principios del siglo XX quedaron definidos los tres tipos 
principales de células gliales en el sistema nervioso central (SNC): astrocitos, 
microglía y oligodendrocitos (Fig. 1). La proporción relativa de cada uno de estos tipos 
celulares varía con la especie, la región cerebral e incluso con la edad (Ramirez-
Expósito y Martínez-Martos, 1998). 
 
Durante mucho tiempo las células gliales han sido consideradas un simple 
soporte de la estructura del tejido nervioso. Sin embargo, hoy en día el concepto sobre 
sus funciones en el cerebro ha cambiado y se les atribuye una participación más activa 
en la modulación y transmisión de la señales nerviosas (Kirchhoff et al, 2001; Perea y 




Figura 1. Principales tipos 
gliales del SNC humano 
(Imagen adaptada de 










Durante el desarrollo embrionario, la glía radial es precursora de las neuronas y 
dirige su migración. En el organismo adulto, los oligodendrocitos sintetizan y 
mantienen las vainas de mielina que recubren los axones, facilitando la propagación 
del impulso nervioso. La microglía constituye el sistema inmune del cerebro por su 
capacidad de respuesta ante la invasión de microorganismos y su capacidad 
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fagocítica. La astroglía proporciona el soporte nutricional y trófico a las neuronas 
vecinas y modula su actividad sináptica, regulando los niveles extracelulares de iones 
y neurotransmisores y mediante la liberación de gliotransmisores (Perea y Araque 
2006, 2007; Noctor et al, 2007; Theodosis et al, 2008; Nave y Trapp, 2008; Kielian, 
2008). En condiciones fisiológicas, las células gliales desempeñan funciones tales 
como la producción de factores neurotróficos, la regulación de la homeostasis del 
entorno neuronal, el mantenimiento de la capacidad de señalización de las células 
nerviosas y la regulación de las sinapsis. Sin embargo, en situaciones de daño al 
sistema nervioso, ya sea por inflamación, lesión traumática, neurodegeneración o 
envejecimiento, la glía posee la capacidad de responder, experimentando cambios 
morfológicos y funcionales acompañados por la producción de citoquinas pro-
inflamatorias y dando lugar a la denominada “gliosis reactiva o glía activada” (Raivich 
et al, 1999). La astroglía y la microglía son las dos mayores poblaciones de células 
gliales reactivas (Streit et al, 1999). No toda la glía responde de la misma manera 
cuando se produce un daño neuronal, de tal manera que los oligodendrocitos maduros 
no muestran cambios reactivos después de lesiones en el SNC. 
 
1.1.- LA ASTROGLÍA Y LA MICROGLÍA EN REPOSO 
 
Los astrocitos son células derivadas del ectodermo que aparecen durante las 
etapas más tempranas del desarrollo del SNC, atravesando una fase bipolar y otra 
monopolar, para finalmente transformarse en astrocitos maduros y multipolares 
(Mission et al, 1991; Steindler y Laywell, 2003; Morest y Silver, 2003). Históricamente 
han sido consideradas como células de sostén al servicio de las neuronas, puesto que 
realizan funciones como el mantenimiento del equilibrio iónico y el pH extracelular, la 
aportación de glucosa y sustratos metabólicos a las neuronas y la retirada de 
productos de desecho del metabolismo y la neurotransmisión. Asimismo, se han 
descrito más funciones astrocitarias que les dan peso específico para el correcto 
desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso. Así, los astrocitos determinan la 
arquitectura del SNC (Bushong et al, 2002, 2004), responden a señales neuronales 
aumentando sus niveles de calcio intracelular (Ding et al, 2007) y liberan señales que 
regulan la fuerza y la función de las sinapsis (Araque et al, 1998, 2002; Newman, 
2003), modulando la actividad sináptica (Perea y Araque, 2005, 2006, 2007). Los 
cambios en los niveles de calcio intracelular se trasmiten a otros astrocitos mediante 
uniones comunicantes, lo que permite que las redes astrocitarias regulen la actividad 
de neuronas alejadas (Araque, 2008). También controlan la función vascular y la 
acoplan a la actividad neuronal (Abbott, 2002; Zonta et al, 2003; Anderson y 
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Nedergaard, 2003) e incluso pueden ser precursores y reguladores del recambio 
neuronal en el cerebro adulto (Alvarez-Buylla y Lim, 2004; Ganat et al, 2006; Magnus 
et al, 2007; Hong et al, 2008). Además, el astrocito contiene la mayor reserva de 
energía del cerebro de los mamíferos en forma de gránulos de glucógeno (Dringen et 
al, 1993), que puede ser una fuente de energía rápida para las neuronas en 
condiciones de carencia de glucosa (Wender et al, 2000).  
 
La microglía constituye el único tipo celular presente en el sistema nervioso 
central con origen mesodérmico. Fue descrita por primera vez a comienzos del siglo 
XX por Pío del Río-Hortega, que se dedicó durante más de una década a profundizar 
en su naturaleza, averiguando que la microglía aparecía en forma de cuerpos amorfos 
en el cerebro en desarrollo y luego se diferenciaba en formas muy ramificadas que 
colonizaban todas las regiones del cerebro. Durante el desarrollo, la microglía es la 
responsable de eliminar las células muertas (Ashwell, 1990; Ellison y de Vellis, 1995) y 
los axones sobrantes (Innocenti et al, 1983) y participa en la regulación de la 
glicogénesis (Giulian et al, 1988). En el cerebro adulto en condiciones fisiológicas  se 
encarga de la vigilancia inmunitaria y la inspección y control del medio extracelular. 
Presenta un fenotipo ramificado, aunque con algunas variaciones regionales y 
diferencias entre distintas especies (del Rio-Hortega, 1919, 1920, Lawson et al, 1990). 
Sierra et al (2010) describieron cómo durante la transición de progenitor neural en 
división a neuroblasto la mayoría de las células de nueva creación sufrían apoptosis, y 
cómo células microgliales inactivas localizadas en la zona subgranular del giro 
dentado eran las encargadas de su fagocitosis, sugiriendo una implicación de la 
microglía en la regulación de la neurogénesis adulta en condiciones fisiológicas. 
 
1.2.- LA GLIOSIS: RESPUESTA DE LA ASTROGLÍA Y LA MICROGLÍA AL 
DAÑO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 
 
Tanto la astroglía como la microglía van a responder al daño en el sistema 
nervioso central, activándose en respuesta a la neurodegeneración, lesiones 
traumáticas o procesos infecciosos. La respuesta astroglial a las lesiones ocurre 
rápidamente, pudiéndose detectar una hora después de un trauma mecánico (Mucke 
et al, 1991). La primera célula en reaccionar después de cualquier lesión, sin embargo, 
es la microglía, que secreta diversos factores responsables de la activación astroglial 




La gliosis es un fenómeno complejo que incluye una mezcla de respuestas 
positivas y negativas frente a la supervivencia y regeneración neuronales. La astroglía 
mantiene la integridad de la barrera hematoencefálica y la supervivencia del tejido 
perilesional, pero puede impedir la regeneración axonal (Bush et al, 1999; Faulkner et 
al, 2004; Silver and Miller, 2004; Myer et al, 2006). La microglía reactiva realiza 
importantes funciones positivas remodelando el tejido dañado, pero secreta citoquinas 
proinflamatorias y puede exacerbar el daño neuronal (Lindsay, 1986; Thomas, 1992; 
Ridet et al, 1997; Streit et al, 1999; Kim and de Vellis, 2005; Pekny and Nilsson, 2005). 
 
Los eventos más característicos de la activación astroglial son la hipertrofia, la 
proliferación astrocitaria y la sobreexpresión de filamentos intermedios (Norton et al, 
1992; Amat et al, 1996; Silver y Miller, 2004). Esto va acompañado por un aumento en 
la expresión de una variedad de moléculas que incluyen factores de crecimiento y sus 
receptores, citoquinas, eicosanoides, moléculas de adhesión y enzimas implicadas en 
diferentes funciones (Eddleston y Mucke, 1993; Ridet et al, 1997). Los astrocitos 
reactivos ejercen efectos neuroprotectores pero también pueden exacerbar el daño, 
por lo que la inhibición de la gliosis puede llegar a ser neuroprotectora (Mourlevat et al, 
2003). Por un lado los astrocitos median la reparación celular a través de la secreción 
factores neurotróficos (Dougherty et al, 2000;  Sasaki et al, 2004), la expresión del 
factor de crecimiento nervioso (NGF) y el factor neurotrófico derivado de células gliales 
(GDNF) (Chen et al, 2006). Los astrocitos pueden también minimizar el daño y muerte 
neuronal a través del mantenimiento de los niveles homeostáticos de 
neurotransmisores (Newman, 2003). Además, estas células protegen a las neuronas a 
través de la regulación de la síntesis y uso de factores metabólicos (Magistretti, 2006). 
Después de lesiones traumáticas, los astrocitos reactivos disminuyen el daño tisular 
controlando y restaurando la integridad de la barrera hematoencefálica, evitando la 
extensión de edemas vasogénicos y citotóxicos mediante transportadores de iones y 
acuaporinas (Chen y Swanson, 2003). Por otra parte, la cicatriz glial supone un grave 
impedimento para la regeneración axonal ya que forma una barrera física que impide 
el crecimiento de las neuritas (Bovolenta et al, 1992; Le Roux y Reh, 1996; Fawcet, 
2006). Además, en la matriz extracelular de la cicatriz glial se acumulan numerosas 
moléculas que inhiben la regeneración axonal (Fawcett y Asher, 1999; Hampton et al, 
2006; Silver y Miller, 2004) y se ha demostrado que la inhibición de la astrogliosis 
estimula la regeneración axonal y el crecimiento de neuritas, no solo por la ausencia 
de un impedimento físico sino también por la falta de secreción de dichas moléculas 
inhibitorias del crecimiento axonal (Fawcett y Asher, 1999; Gates y Dunnett, 2001; 




Las situaciones de infección o daño tisular provocan la inducción de una 
respuesta inflamatoria en la microglía, que es capaz de presentar antígenos (Becher et 
al, 2000; Aloisi, 2001). La activación microglial puede iniciarse por la presencia de 
niveles alterados de potasio, purinas o pirimidinas, que son señalizadores del daño 
neuronal (Khanna et al, 2001; Inoue, 2002). También pueden servir como factores 
activadores de la microglía ciertas proteínas que normalmente no se encuentran en el 
compartimento extracelular del SNC, o que se expresan en niveles relativamente 
moderados, como la trombina, fragmentos del complemento, proteínas de choque 
térmico, citoquinas, proteína beta amilácea, gangliósidos o quemoquinas (Klein et al, 
1997; Moller et al, 1997, 2000). Los diversos grados de activación microglial conllevan 
un aumento de la expresión de marcadores como antígenos del complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC-I, MHC-II) y moléculas co-estimuladoras (B7-1), el factor de 
necrosis tumoral (TNF)-α, varias moléculas de adhesión celular como la  
tromboespondina, el factor de crecimiento transformante (TGF)-β, e incluso la 
expresión de novo de la proteína precursora de β-amiloide (APP) (Kreutzberg, 1996). 
La microglía activada puede ejercer una acción neuroprotectora (Polazzi et al, 2001; 
Polazzi y Contestabile, 2002) mediante la secreción de productos que son 
beneficiosos para la función neuronal, como el factor de crecimiento similar a insulina 
(IGF)-1 (Mason et al, 2001; Zhao et al, 2006), la tromboespondina (Chamak et al, 
1994), el factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF) y el NGF (Heumann et al, 
1987), la interleuquina (IL)-1 (Wang et al, 2008; Lai y Todd, 2008) o la IL-6 (Sawada et 
al, 1995; Bruce-Keller, 1999; Juliet et al, 2008), el TNF-α (Cheng et al, 1994) o 
diversos prostanoides (Minghetti y Levi, 1998). Además, la microglía activada parece 
necesaria para la remodelación del tejido nervioso dañado (Prewitt et al, 1997; Moller 
et al, 2000). Su capacidad fagocítica le permite retirar los restos celulares y la mielina, 
inhibidora del crecimiento axonal (Cadelli et al, 1992; Frisen et al, 1994). No obstante, 
aunque la respuesta de activación aguda de la microglía tiene un carácter protector, el 
efecto de estas células puede ser nocivo en los casos de activación crónica, debido a 
deficiencias en los mecanismos que las mantienen en niveles de activación 
controlados (Akiyama et al, 2000; McGeer y McGeer, 2001) o como consecuencia de 
un defecto genético, una infección vírica o priónica o por el desgaste producido por el 
envejecimiento (Streit, 2002; Streit et al, 2004). En estas condiciones, la microglía 
puede producir mediadores citotóxicos, como el glutamato, en gran concentración y 
especies reactivas del oxigeno o del nitrógeno (Giulian et al, 1990, 1995; Banati et al, 




2.- LA MITOCONDRIA: MORFOLOGÍA, FUNCIÓN, IMPLICACIÓN EN LA 
ESTEROIDOGÉNESIS Y ESTRÉS OXIDATIVO 
 
2.1.- LA FUNCIÓN MITOCONDRIAL: FOSFORILACIÓN OXIDATIVA 
 
La mitocondria es el orgánulo donde comienza el proceso esteroidogénico y 
donde tiene lugar la primera etapa limitante de la ruta. Su función principal, sin 
embargo, es el abastecimiento energético de la célula mediante la síntesis de ATP a 
expensas de carburantes metabólicos como pueden ser la glucosa, lípidos y 
aminoácidos, en el proceso conocido como fosforilación oxidativa. Presenta en su 
membrana interna una cadena de transporte de electrones compuesta por cuatro 
complejos enzimáticos fijos y dos transportadores de electrones móviles, encargados 
de generar la energía suficiente para mantener la actividad del complejo V o ATP 
sintasa (Fig. 2). El mal funcionamiento de la fosforilación oxidativa está asociado con 
desórdenes metabólicos muy fuertes con predominancia en tejidos con alta demanda 
energética, como el cerebro (Wallace, 1992). Dentro de los desórdenes humanos más 
severos se encuentran los asociados con el complejo IV o citocromo c oxidasa (Cox), 
último complejo de la cadena transportadora de electrones encargado de reducir el O2 
para convertirlo en agua. Dicho complejo está compuesto por 13 subunidades 
(Taanman, 1997), de las cuales las tres mayores está codificadas por el ADN 
mitocondrial y forman el núcleo catalítico de la enzima y las restantes diez, 
evolutivamente más jóvenes, se codifican en el ADN nuclear y pueden presentar 
isoformas específicas de tejido (Kadenbach et al, 1990, 1991). Entre ellas se 
encuentra la subunidad IV (CoxIV), cuyas isoformas 1 y 2 se expresan en neuronas y 
astrocitos (Horvat et al, 2006; Singh et al, 2009, Misiak et al, 2010). La pérdida de 
subunidades codificadas por el ADN nuclear da lugar a mayor transporte de electrones 
pero con un bombeo de protones dañado que se traduce en menor capacidad del 
complejo, menor afinidad por el oxígeno y un mantenimiento del potencial de 
membrana mitocondrial menoscabado (Pecina et al, 2004). 
 
2.2.- LAS PROTEÍNAS TRANSLOCADORAS DE COLESTEROL: StAR Y 
TSPO 
 
La esteroidogénesis comienza en la mitocondria con la translocación de 
colesterol de la membrana mitocondrial externa a la interna, proceso realizado por la 
proteína translocadora de 18 kDa (TSPO) y la proteína reguladora de la 
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esteroidogénesis aguda (StAR). Esta primera etapa esteroidogénica constituye el 
primer paso limitante del proceso. 
 
 
Figura 2. Representación gráfica de la cadena transportadora de electrones en la membrana 
mitocondrial interna. Los donadores de electrones NADH y FADH2 cederán los electrones en 
los complejos I y II. El flujo de electrones (flechas rojas) alcanzará el complejo IV donde los 
electrones serán empleados para reducir O2 en agua. El proceso va acompañado de bombeo 
de protones hacia el espacio intermembrana por parte de los complejos I, III y IV. Dichos 
protones serán a continuación bombeados de nuevo hacia la matriz mitocondrial a través del 
complejo V, generando la energía necesaria para la síntesis de ATP. 
 
La TSPO (Fig. 3, A), previamente conocida como receptor periférico de 
benzodiacepinas (PBR), fue descrita inicialmente en tejidos periféricos como segundo 
lugar de unión para el diazepam. Desde entonces, muchos estudios han demostrado 
que la TSPO es distinta tanto farmacológicamente como estructuralmente del receptor 
central de benzodiacepinas. La TSPO es un péptido de 18 kDa localizado 
principalmente en las membranas mitocondriales y representa un componente crítico 
para el poro de transición de permeabilidad, un complejo multiproteico implicado en la 
regulación de la apoptosis. Además, ha sido relacionado con varios eventos 
fisiológicos, incluyendo el control de la esteroidogénesis. La TSPO se expresa en el 
sistema nervioso, predominantemente en la glía, en condiciones fisiológicas. Además, 

























inducción de la expresión de la TSPO en regiones del sistema nervioso relacionadas 
con eventos neurodegenerativos. Por ejemplo, la expresión basal de TSPO está 
aumentada en gliomas, (Cornu et al, 1992; Miettinen et al, 1995), en enfermedades 
neurodegenerativas (Owen et al, 1983; McGeer et al, 1988; Diorio et al, 1991) y en 
varias formas de daño cerebral e inflamación (Kuhlmann y Guilarte, 1997, 1999, 2000; 
Wilms et al, 2003; Chen et al, 2004). La inducción de la expresión de TSPO tras lesión 
en el sistema nervioso central está restringida principalmente a microglía y astrocitos 
(Kassiou et al, 2005). 
 
Figura 3.- Estructura tridimensional de los 
translocadores de colesterol mitocondrial. A.- 
TSPO. B.- StAR, Imágenes tomadas de la 






La proteína StAR (Fig. 3, B) inicial es un péptido de 37 kDa que se transporta 
rápidamente a la mitocondria donde es fragmentado, dando lugar a una proteína 
inactiva y madura de 30 kDa. En el sistema nervioso central, se distribuye a lo largo de 
todo el cerebro, aunque con diferencias regionales de expresión. Además, la expresión 
de StAR parece estar restringida a poblaciones muy específicas, tanto neuronales 
como astrogliales, aunque su expresión es predominante en neuronas (Sierra et al, 
2003).  
 
2.3.- LA REGULACIÓN DE LA MORFOLOGÍA MITOCONDRIAL 
 
La regulación de la morfología de la mitocondria presenta consecuencias 
importantes para su funcionalidad. Hay dos tipos de proteínas cuya actividad está 
implicada en la morfología de la mitocondria, regulando la fusión y la fisión 
mitocondrial. Las GTPasas mitocondriales, la mitofusina 1 (Mfn1) y la mitofusina 2 
(Mfn2), y la proteína homóloga de atrofia óptica 1 (OPA1) se encargan de los procesos 
de fusión. Por otra parte, el homólogo de fisión (membrana mitocondrial externa) (Fis1) 
y la proteína relacionada con la dinamina 1 (Drp1) son esencialmente proteínas de 
fisión. (Santel y Fuller, 2001; Rojo et al, 2002; Chen et al, 2003; Olichon et al, 2003; 
Cipolat et al, 2004; Griparic et al, 2004; Chen y Chan, 2005). En condiciones 
fisiológicas, la mitocondria se caracteriza por un equilibrio dinámico entre fusión y 
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fisión mitocondrial. La descompensación del balance entre proteínas de fusión y de 
fisión da lugar a una ruptura de dicho equilibrio y causa cambios dramáticos en la 
morfología y función mitocondriales (Yaffe, 1999; Karbowski y Youle, 2003). 
 
En humanos, mutaciones en la Mfn2 causan la enfermedad de Charcot Marie 
Tooth, una neuropatía de tipo 2A (Zuchner et al, 2004; Kijima et al, 2005). Una 
disminución de las proteínas de fusión junto con un deterioro de los procesos de fusión 
mitocondrial o una sobreexpresión de proteínas de fisión dan lugar a fragmentación de 
la red tubular mitocondrial (James et al, 2003; Olichon et al, 2003; Yoon et al, 2003; 
Lee et al, 2004; Stojanovski et al, 2004; Chen et al, 2005; Detmer y Chan, 2007a,b). 
Como consecuencia, aumenta la susceptibilidad a la muerte celular y a la apoptosis. 
Los ratones knock-out tanto de Mfn1 como de Mfn2 son letales, demostrando el papel 
esencial de la fusión mitocondrial para el desarrollo embrionario y la viabilidad celular 
(Chen et al, 2003). En contraste, la sobreexpresión de ambas mitofusinas a la vez 
proporciona protección frente a distintos estímulos apoptóticos (Sugioka et al, 2004). 
 
Por otra parte, tanto las proteínas como los procesos de fisión mitocondrial son 
esenciales para la división celular así como para la muerte celular programada (James 
et al, 2003; Yoon et al, 2003; Lee et al, 2004; Stojanovski et al, 2004). En el gusano C. 
elegans, la sobreexpresión de Dpr1 aumenta el número de divisiones mitocondriales 
(Labrousse et al, 1999). La sobreexpresión de Fis 1 también da lugar a agregación y 
fragmentación mitocondrial (Stojanovski et al, 2004). Por el contrario, la disrupción de 
la fisión mediante la sobreexpresión de una forma mutante de Drp1 o la 
sobreexpresión de proteínas de fusión provocan la elongación y la formación de redes 
mitocondriales interconectadas por el aumento de la fusión (Smirnova et al 2001, 
Santel et al 2003). 
 
2.4.- EL ESTRÉS OXIDATIVO EN EL SNC 
 
Una parte del oxígeno consumido por la célula es reducido por una vía 
alternativa a la de la citocromo c oxidasa, dando lugar a las especies reactivas de 
oxígeno (ROS), responsables del estrés oxidativo. El cerebro, al ser uno de los 
órganos con mayor demanda energética, es muy susceptible a dicho estrés. Además, 
muchos procesos tanto fisiológicos como patológicos, sobre todo aquellos 
neurodegenerativos, presentan la formación de ROS como parte de su mecanismo 
patogénico (Sáez, 2005; Cumsee y Landshamer, 2006), así como alteraciones de las 
funciones bioenergéticas y mitocondriales y procesos neuroinflamatorios. Existen 
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estudios que relacionan la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer, de la 
enfermedad de Parkinson y de la esclerosis múltiple, entre otros, con la generación de 
ROS y especies reactivas de nitrógeno (RNS) asociadas con la disfunción 
mitocondrial. 
 
El ADN mitocondrial, por su situación cercana a la membrana mitocondrial 
interna, lugar de generación de las ROS, y su falta de histonas protectoras, resulta una 
diana inmediata para las ROS, que pueden producir mutaciones que alteren las 
proteínas implicadas en la síntesis de ATP, de tal forma que se generan más ROS que 
finalmente darán lugar a daño oxidativo a nivel celular. Para contrarrestar los efectos 
negativos del estrés oxidativo, las células han desarrollado mecanismos antioxidantes 
que, en situación fisiológica, mantienen a las ROS en niveles no tóxicos. Sin embargo, 
en situación patológica o de lesión, la síntesis de ROS aumenta, sobrepasando la 
capacidad de tamponamiento de los antioxidantes naturales y dando lugar a daño 
citotóxico.  
 
3.- ESTEROIDOGÉNESIS, HORMONAS SEXUALES Y EFECTOS 
NEUROPROTECTORES 
 
3.1.- LA ESTEROIDOGÉNESIS 
 
La síntesis de hormonas esteroideas (Fig. 4) parte del colesterol localizado en 
la membrana externa mitocondrial. El primer paso en la ruta esteroidogénica, que 
además es limitante de la síntesis de esteroides, es la internalización del colesterol, 
pasando de la membrana mitocondrial externa a la interna gracias a la acción de dos 
proteínas translocadoras, la proteína translocadora de 18 kDa (TSPO) y la proteína 
reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR). En la membrana mitocondrial interna 
se localiza la enzima de escisión de la cadena lateral de colesterol o P450-scc, 
encargada de la transformación del colesterol en pregnenolona, primera reacción 
enzimática de la esteroidogénesis. La pregnenolona va a sufrir diferentes 
transformaciones enzimáticas, y finalmente dará lugar a la androstenediona, un 
andrógeno que será convertido en testosterona que, a su vez, será aromatizada y 
convertida en estradiol. Alternativamente, la androstenediona puede ser aromatizada a 
estrona, que posteriormente es convertida en estradiol. La aromatasa es la enzima 
que cataliza dichas aromatizaciones y sintetiza diversos estrógenos utilizando como 
sustrato distintos andrógenos, siendo capaz de metabolizar la testosterona en 
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estradiol, la androstenediona en estrona y la dehidroepiandrosterona (DHEA) en estriol 
(Simpson et al, 1994). 
 
La esteroidogénesis presenta muchos otros metabolitos intermedios, en su ruta 
están implicadas muchas más enzimas, y además de dar lugar a andrógenos y 
estrógenos también da lugar a progestinas, mineralocorticoides y glucocorticoides, que 




















Figura 4. Representación esquemática de los pasos más importantes de la esteroidogénesis y 
su localización intracelular. 
 
3.2.- LA TESTOSTERONA Y EL ESTRADIOL: ESTRUCTURA MOLECULAR Y 
SÍNTESIS 
 
La testosterona es la principal hormona sexual masculina. Es un esteroide 
compuesto por 19 carbonos (Fig. 5, A y B) derivado de la reducción de la 
androstenediona por la 17βHSD. Su síntesis se produce principalmente en los 
testículos en machos y por los ovarios en hembras, aunque también se produce en 
menor cantidad en la placenta y la corteza suprarrenal. Puede metabolizarse en otras 
hormonas sexuales activas, como son la dihidrotestosterona, un andrógeno, por 
acción de la enzima del citocromo P450 5α-reductasa, o en estradiol, un estrógeno, 




El estradiol, junto con la progesterona, constituyen las principales hormonas 
sexuales femeninas. Es un esteroide compuesto por 18 carbonos (Fig 5I, C y D) 
derivado de la aromatización de la testosterona por la enzima aromatasa. Como 
hemos descrito previamente, hay tres compuestos estrogénicos principales: el 
estradiol, la estrona y el estriol. El estradiol presenta 2 grupos hidroxilo, la estrona sólo 
tiene uno y el estriol tiene tres. Los tres compuestos presentan actividad estrogénica, 
siendo el estradiol el más potente de ellos (10 veces más potente que la estrona y 80 
veces más potente que el estriol). Su síntesis se produce principalmente en los ovarios 
en hembras, aunque también se produce en menor cantidad en la corteza suprarrenal, 
en el tejido adiposo, en las paredes arteriales y en el cerebro. En machos, se sintetiza 
también en los testículos. 
 
 
Figura 5.- Estructura molecular de la testosterona (A y B) y del 17β-estradiol (C y D). A 
y C.- Fórmula geométrica de la molécula. B y D.- Estructura tridimensional de la molécula. Los 
carbonos se representan por una esfera negra, los hidrógenos por una esfera gris claro y los 
oxígenos por una esfera roja. 
 
3.2.1.- La aromatasa: transformación de la testosterona en estradiol. 
 
La enzima aromatasa constituye el último eslabón en la síntesis de estrógenos. 
Es una proteína de entorno a 55 kDa, con cierta variabilidad según la especie, 
perteneciente a la superfamilia de los citocromos P450. Posee una serie de residuos 
susceptibles de ser fosforilados. Algunos de ellos deben estar fosforilados de forma 
constitutiva para que la enzima sea activa (Balthazart et al, 2005), mientras que la 







posiblemente la CAMK, conduciría a una rápida inhibición de la enzima (Balthazart et 
al, 2005). 
 
La actividad de la aromatasa en el cerebro fue descrita por primera vez por 
Naftolin y colaboradores (Naftolin et al, 1971a, 1971b, 1972) en el sistema límbico de 
embriones humanos y en el hipotálamo de rata. A continuación, fue detectada en 
regiones del telencéfalo, donde su actividad ha sido relacionada con la diferenciación 
sexual del cerebro o la regulación del comportamiento sexual y reproductivo (Lephart y 
Ojeda, 1990; Hutchison, 1991; Hutchison et al, 1994). La expresión de la enzima en 
muchas de estas regiones parece ser máxima en etapas perinatales, siendo mayor en 
machos que en hembras durante los primeros días postnatales (Lauber et al, 1997). 
Además, se ha detectado expresión de aromatasa en el hipocampo (Sanghera et al, 
1991; MacLusky et al, 1994; Saldanha y Schlinger, 1997; Wehrenberg et al, 2001; 
Yague et al, 2008, 2010), la corteza cerebral (Sanghera et al, 1991; MacLusky et al, 
1994; Yague et al, 2006, 2008) o el cerebelo (Sakamoto et al, 2003). En una revisión 
realizada por Azcoitia et al (2011) se resumen los datos existentes sobre la expresión 
de aromatasa en el cerebro humano, indicando su presencia en el hipotálamo, la 
amígdala, el área preóptica y septal, ciertas regiones del prosencéfalo basal, la corteza 
cerebral, el hipocampo, el tálamo, el cerebelo y el bulbo raquídeo. 
 
En todas estas regiones, la expresión de aromatasa se detectaba en neuronas. 
Por el contrario, las células gliales no suelen expresar la enzima en condiciones 
normales en el cerebro del ratón y la rata. Sin embargo, se ha observado expresión de 
aromatasa por parte de células gliales tras daño cerebral en respuesta a la lesión, 
sugiriendo que la síntesis de estradiol por parte de estas células constituye un 
mecanismo neuroprotector (Garcia-Segura et al, 1999; Peterson et al, 2001, 2004; 
Carswell et al, 2005). 
 
3.2.2.- Mecanismos de acción de las hormonas sexuales. 
 
Las hormonas sexuales son capaces de atravesar fácilmente la membrana 
plasmática y la nuclear debido a su naturaleza esteroide. El mecanismo de acción 
denominado clásico, genómico o de señalización iniciada en el núcleo (Falkenstein et 
al, 2000) comienza con la unión de la hormona a su correspondiente receptor 
intracelular. Tanto los receptores de andrógenos como los de estrógenos son 
miembros de la superfamilia de los receptores nucleares, que también incluye otros 
receptores de hormonas esteroides (Evans, 1988). La unión de la hormona al receptor 
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da lugar a cambios conformacionales que provocan la disociación de proteínas de 
choque térmico que se encuentran unidas al receptor para bloquear su translocación al 
núcleo. Una vez disociado, el receptor dimeriza, entra en el núcleo, recluta 
coactivadores, correpresores y proteínas reguladoras de la transcripción y se une a 
elementos de respuesta específicos de los promotores de genes diana de las 
hormonas, pudiendo tanto estimular como inhibir su transcripción (Carson-Jurica et al, 
1990; Onate et al, 1995; Mckenna et al, 1999; Mckenna y O´Malley, 2002).  
 
Además del mecanismo de acción iniciado en el núcleo, las hormonas sexuales 
pueden desencadenar respuestas iniciadas en la membrana plasmática. Estas 
respuestas son rápidas y no requieren modificar ni la transcripción ni la síntesis de 
nuevas proteínas para producir su efecto primario. Los mecanismos de acción rápida 
están mediados por receptores de membrana o por los propios receptores 
intracelulares que se asocian transitoriamente a la membrana plasmática. Estas vías 
de señalización implican la activación de quinasas y la modificación de los niveles de 
calcio intracelular y además pueden regular secundariamente la actividad genómica de 
las hormonas sexuales iniciada en el núcleo (Falkenstein et al, 2000; Heinlein y 
Chang, 2002). 
 
3.2.2.1.- Los receptores nucleares de estrógeno 
 
Para ejercer la mayoría de sus acciones, el estradiol requiere interaccionar y 
activar los receptores de estrógeno. En mamíferos, sólo se han caracterizado dos 
isoformas del receptor nuclear de estrógenos (Fig. 6), el receptor de estrógenos alfa 
(ERα), descrito en 1985 (Walter et al, 1985), y el beta (ERβ), descrito en 1996 (Kuiper 
et al, 1996). 
 
Los receptores de estrógeno pueden formar homo- o heterodímeros que se 
unen al elemento de respuesta a estrógenos en el promotor de los genes diana (Klein-
Hitpass et al, 1986; Evans, 1988; Beato et al, 1996), pudiendo observarse en algunos 
casos efectos antagónicos de la señalización a través de ERα y β (Lindberg et al, 
2003). La actividad transcripcional de los receptores de estrógeno está finamente 
regulada, dependiendo del tejido, el tipo celular y el entorno en el que ocurre. Este 
control tan específico parece depender de la composición del complejo de iniciación de 





Figura 6.- Estructura básica de ERα y ERβ en humanos. En la región A-B reside la primera de 
las dos funciones de activación (AF) de los receptores. La otra está en la región E, que junto 
con la región F contiene el dominio de unión al ligando (LBD) y parte de la secuencia de 
localización nuclear (NLS). La región C es la que contiene el dominio de unión al ADN. 
 
3.3.- EFECTOS NEUROPROTECTORES DEL ESTRADIOL 
 
La existencia de efectos neuroprotectores ejercidos por el estradiol ha sido 
probada tanto en modelos in vivo como in vitro (Singer et al, 1999; Garcia-Segura et al, 
2001; Lee y McEwen, 2001; Rau et al, 2003; D’Astous et al, 2004; Zhao y Brinton, 
2007; Choi et al, 2008; Quesada et al, 2008). Los efectos beneficiosos del estradiol en 
el cerebro implican la regulación de muchos procesos como la supervivencia celular y 
la apoptosis, la respuesta inflamatoria, el control de la transmisión sináptica o la 
regeneración axonal (Maggi et al, 2004) y afectan tanto a las neuronas, como a las 
células gliales (Bruce-Keller et al, 2000; Tripanichkul et al, 2007; Dhandapani y Brann, 
2007; Zhu y Glaser, 2008). 
 
La molécula de estradiol ejerce un efecto neuroprotector en sí misma debido a 
sus propiedades antioxidantes (Behl et al, 1997). Sin embargo, se necesitan dosis 
suprafisiológicas de la hormona para poder observar dicho efecto neuroprotector en 
estudios in vitro (Moosmann y Behl, 1999). Por otra parte, no se debe descartar la 
posibilidad de que, in vivo, el estradiol ejerza este papel antioxidante, puesto que tras 
una lesión se activa la expresión de la aromatasa en los astrocitos (Garcia-Segura et 
al, 1999; Peterson et al, 2001) lo cual podría generar altas concentraciones locales de 
estradiol. 
 
Además de sus propiedades antioxidantes, el estradiol ejerce efectos 
neuroprotectores a través de sus receptores. El bloqueo de los receptores de 
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estrógeno mediante su antagonista, el ICI182780, bloquea la neuroprotección 
promovida por el estradiol en cultivos neuronales privados de suero (Chowen et al, 
1992) y en cultivos de células corticales tratadas con dosis excitotóxicas de glutamato 
(Singer et al, 1999). In vivo, la administración de este mismo antagonista exacerba la 
lesión por isquemia en el estriado de ratones hembra no ovariectomizados (Sawada et 
al, 2000) y bloquea la capacidad protectora del estradiol en neuronas hipocampales 
tras administración de ácido kaínico (Azcoitia et al, 1999). Además, el estradiol 
promueve la generación de nuevas proyecciones sinápticas en respuesta a un daño 
en distintas regiones cerebrales (Matsumoto y Arai, 1979; 1981, Morse et al, 1986, 
1992). En este proceso está implicada la proteína ApoE (Stone et al, 1998; Teter et al, 
1999), involucrada en la movilización y la reutilización de lípidos en la reparación, el 
crecimiento y el mantenimiento de la mielina y de la membrana axonal durante el 
desarrollo o tras una lesión. 
 
El estradiol también debe sus propiedades neuroprotectoras a la regulación de 
moléculas implicadas en la supervivencia y muerte celulares, como las proteínas de la 
familia de proteínas relacionadas con Bcl-2. Entre ellas encontramos proteínas 
antiapoptóticas, como Bcl-2 y Bcl-XL, y proapoptóticas, como Bax, Bad y Bid (Merry y 
Korsmeyer, 1997; Sastry y Rao, 2000). El estradiol aumenta la expresión de Bcl-2 en 
neuronas de rata adulta (Garcia-Segura et al, 1998) y previene la disminución de su 
expresión asociada con la isquemia cerebral (Dubai et al, 1999). Además, aumenta la 
expresión de Bcl-XL en cultivos neuronales de hipocampo (Pike, 1999) y puede reducir 
la expresión de Bad (Patrone et al, 1999). 
 
Finalmente, el estradiol puede bloquear la inducción de la actividad de algunas 
proteínas de la familia de las caspasas, esenciales para el programa apoptótico (Pike, 
1999, Rau et al, 2003). Asimismo, disminuye la liberación de citocromo c de la 
mitocondria (Bagetta et al, 2004, Zhang y Bhavnani, 2005), un proceso clave en la 
activación de las caspasas y de la apoptosis. 
 
La expresión de la aromatasa por parte de astrocitos en respuesta a una 
lesión, por lo tanto, puede constituir un mecanismo importante de neuroprotección ya 
que permite la síntesis de estradiol en la región dañada (Garcia-Segura et al, 1999; 






3.4.- LOS SERMs 
 
La menopausia se caracteriza por la disminución de los niveles de estradiol y 
progesterona circulantes y va asociada, además de con síntomas visibles como los 
sofocos, con un aumento del riesgo de padecer osteoporosis, enfermedades 
cardiovasculares y alteraciones cognitivas (Mhyre y Dorsa, 2006). Con la finalidad de 
aliviar estos síntomas se realizan tratamientos, tanto a corto como a largo plazo, con 
estrógenos y/o progestágenos, en la denominada terapia hormonal. A pesar de sus 
efectos beneficiosos, entre los que destacan la reducción de la disminución de la 
densidad ósea, la protección del tejido cardiovascular y un posible aumento de las 
capacidades cognitivas (Sherwin, 2002; Turgeon et al, 2004), el uso de la terapia 
hormonal, especialmente a largo plazo, está limitado por el riego de desarrollar cáncer 
de mama y útero que conlleva. Por ello, se ha considerado el desarrollo y estudio de 
nuevas drogas que conserven la función beneficiosa del estradiol sin activar sus 
funciones neuroendocrinas y prooncogénicas. Los moduladores selectivos de los 
receptores de estrógeno (SERMs) constituyen un grupo de compuestos tanto 
naturales como sintéticos, de diversa estructura, con capacidad de unión a los 
receptores de estrógeno. Pueden ejercer tanto efectos agonistas como antagonistas, 
dependiendo del tejido y del contexto celular. Su mecanismo de acción se basa 
primariamente en la competición directa con el estradiol en la unión a los receptores 
de estrógeno, alterando su conformación (Fig. 7). 
 
En función de su familia química, los SERMs se clasifican como trifeniletilenos, 
benzotiofenos o compuestos bezopiranos. El tamoxifeno y sus derivados, los SERMs 
trifeniletilenos, son también conocidos como SERMs de primera generación. Los 
SERMs benzotiofenos incluyen a los SERMs de segunda generación, como el 
raloxifeno, y a los SERMs de tercera generación. Los SERMs de cuarta generación 
son compuestos bezopiranos (Dowers et al, 2006) 
 
Actualmente, los SERMs son empleados en la clínica como tratamiento contra 
el cáncer y la osteoporosis. Además, se han iniciado estudios sobre su potencial 
neuroprotector (Arevalo et al, 2011). Según algunos de estos estudios, el tamoxifeno 
podría disminuir el riesgo de padecer enfermedad de Alzheimer (Breuer y Anderson, 
2000) y los episodios maniacos agudos en mujeres con desorden afectivo bipolar 
(Kulkarni et al, 2006; Zarate et al, 2007). Asimismo, el raloxifeno podría prevenir el 
deterioro cognitivo (Yaffe et al, 2005) y disminuir la ansiedad (Strickler et al, 2000; 
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Florio et al, 2001) y la depresión (Carranza-Lira et al, 2004; Grigoriadis et al, 2005; 
Sugiyama et al, 2007) en mujeres postmenopaúsicas. 
 
Figura 7. Mecanismo de acción del 
tamoxifeno. La unión del estradiol (E2) 
al receptor de estrógeno (RE) causa la 
activación de receptor y la 
consecuente inducción de la 
transcripción. Usualmente, los 
SERMs, en este caso el tamoxifeno 
(Tamox), actúan compitiendo con el 
estradiol e induciendo un cambio 
conformacional en el receptor, que 
dependiendo del tejido, hace que el 
tamoxifeno actúe como agonista o 
como antagonista estrogénico. 
 
 
3.4.1.- El tamoxifeno 
 
El tamoxifeno es el SERM más conocido y estudiado, y es empleado como 
tratamiento contra el cáncer de mama dependiente de estrógenos. In vitro, produce el 
estancamiento del ciclo celular en la fase G1 en células de cáncer de mama que 
expresan receptores de estrógeno (Sutherland et al, 1983) y disminuye los niveles de 
ciclina D1 (Watts et al, 1994). En la línea celular de cáncer de mama MCF-7, el 
tamoxifeno inhibe la fosforilación del receptor del IGF-I (Guvakova y Surmacz, 1997), 
ejerciendo de antiestrógeno, pero en una línea celular endometrial produce el efecto 
contrario, induciendo la fosforilación del receptor y actuando como agonista del 
estradiol (Kleinman et al, 1996). In vivo, inhibe el crecimiento de tumores de células 
MCF-7 implantadas en ratones y previene el desarrollo de tumores mamarios 
experimentales en ratones (Jordan, 1976; Gottardis y Jordan, 1987). Al igual que el 
estradiol, estimula la síntesis de IGF-I y del factor de crecimiento del endotelio vascular 
(VEGF) en el útero (Huynh y Pollak, 1993; Hyder et al, 1996). 
 
El uso clínico del tamoxifeno ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de 
tumores de mama que expresan receptores de estrógeno. Sin embargo, aumenta la 
incidencia de cáncer de endometrio, dado que ejerce acciones agonistas a las del 
estradiol en el útero (Fisher et al, 1999), aunque sus efectos positivos son mucho 


















3.4.2.- El raloxifeno 
 
El raloxifeno es otro SERM empleado para el tratamiento de la osteoporosis 
por su efecto en el mantenimiento de la densidad ósea en mujeres postmenopaúsicas 
(Pelayo et al, 2008; Jochems et al, 2007). Al igual que el tamoxifeno, también ejerce 
efectos antiestrogénicos en la mama, pero sin agonizar el efecto del estradiol en el 
útero. Por otra parte, intensifica los síntomas vasomotores y su efecto protector sobre 
el tejido óseo es limitado (Meczekalski y Czyzyk, 2009) 
 
3.4.3.- El ospemifeno 
 
El ospemifeno es un metabolito del trifeniletileno, otro SERM muy parecido 
estructuralmente al tamoxifeno. Está actualmente en desarrollo para la prevención y el 
tratamiento del cáncer de mama y la osteoporosis (Kleinman et al, 1996; Guvakova y 
Surmacz, 1997). Ejerce una acción positiva en el sistema óseo de mujeres 
postmenopaúsicas, donde actúa como agonista del estradiol y, además, disminuye los 
niveles de colesterol LDL (Qu et al, 2000) y tiene un efecto semejante al del raloxifeno 
en el endometrio. Asimismo, actúa como antiestrógeno puro en la mama (DeGregorio 
et al, 2000; Taras et al, 2001). Al contrario que tamoxifeno y raloxifeno, actúa como 
agonista del estradiol en la vagina, y no agrava los síntomas climatéricos (Rutanen et 
al, 2003). 
 
3.4.4.- El bazedoxifeno 
 
El bazedoxifeno es un SERM de tercera generación que actúa como agonista 
de los receptores de estrógeno en el hueso y el sistema cardiovascular y como un 
antagonista de los receptores de estrógeno en la mama y el útero (Hyder et al, 1996). 
Ha sido aprobado para el tratamiento de la osteoporosis postmenopaúsica en la Unión 
Europea y en el Japón. Además, inhibe el crecimiento de células de cáncer de mama 
independiente de hormonas y disminuye la expresión de ERα y la ciclina D1 (Lewis-
Wambi et al, 2011). 
 
3.4.5.- El fispemifeno 
 
El fispemifeno es otro SERM antagonista del estradiol en el tejido mamario y 
con actividad agonista en el hueso. Por su baja estrogenicidad en ratas macho, podría 




4.- DIFERENCIAS SEXUALES: IMPLICACIONES EN EL DESARROLLO DEL 
SNC Y EN LAS ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS 
 
4.1.- DESARROLLO SEXUAL 
 
Existen siete parámetros biológicos que pueden analizarse para el 
establecimiento del sexo (Sánchez y Vilain, 2010): 
 
a) Los cromosomas sexuales: en humanos, los cromosomas X e Y. Van a 
determinar el sexo por tres motivos. En primer lugar, sólo los machos 
presentan los genes del cromosoma Y. En segundo lugar, en hembras 
existen dos copias de algunos de los genes del cromosoma X, aunque 
exista inactivación de algunos de estos genes. Finalmente, dado que la 
inactivación del cromosoma X puede afectar a genes heredados tanto del 
padre como de la madre, los tejidos femeninos representarán un mosaico 
de expresión de los genes del cromosoma X procedentes de cada 
progenitor. 
b) Los genes determinantes del sexo: genes implicados en el desarrollo de los 
fenotipos típicos masculinos y femeninos, como Sry, Sox9 o Wnt-4. 
c) Las gónadas. 
d) Las hormonas gonadales: esteroides producidos por los testículos y los 
ovarios, implicados en el desarrollo y mantenimiento de las características 
sexuales tanto primarias como secundarias. 
e) Las estructuras reproductoras internas: el sistema de órganos 
interconectados implicados en la reproducción. 
f) Las estructuras reproductoras externas: los órganos externos implicados en 
el acto sexual. 
g) El sexo cerebral: la presencia de parámetros neuroanatómicos específicos 
de cada sexo, que suelen ser el resultado de la acción de las hormonas 
gonadales circulantes sobre el SNC. 
 
Durante la embriogénesis suceden varios eventos que dan lugar al desarrollo 
de los fenotipos específicos de cada sexo (Vilain, 2000). En primer lugar, ocurre la 
determinación sexual durante la cual las gónadas indiferenciadas se convierten en 
testículos u ovarios en función de la herencia paterna. A continuación ocurrirá la 
diferenciación sexual, que consiste en el desarrollo de las estructuras reproductoras 
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tanto internas como externas. El desarrollo de testículos inducirá la producción de 
testosterona, el péptido similar a la insulina 3 y la hormona anti-Mülleriana, que 
definirán el desarrollo de los órganos masculinos (Fig. 9). Por su parte, el desarrollo de 
ovarios no inducirá la producción de estas tres biomoléculas, definiendo así el 
desarrollo de los órganos femeninos. Además, durante la diferenciación sexual, se 
produce la masculinización o feminización del cerebro como resultado de la presencia 
o ausencia de testosterona. 
 
 
Figura 9.- Esquema de la diferenciación sexual en machos. T: testosterona. Insl-3: péptido 
similar a la insulina 3. MIS: hormona anti-Mülleriana. DHT: dihidrotestosterona. Adaptado de 
Vilain (2000, 2006) 
 
4.2.- DIFERENCIACIÓN SEXUAL DEL CEREBRO. EFECTOS 
ORGANIZADORES Y EFECTOS ACTIVADORES DE LAS HORMONAS 
GONADALES 
 
La determinación sexual del cerebro procede tanto de efectos cromosómicos 
como de efectos hormonales. Históricamente se ha creído que la testosterona en 
exclusiva daba lugar a los efectos masculinizantes en el cerebro del feto en desarrollo. 
Esta teoría surgió a partir de 1959, cuando Phoenix y colaboradores describieron que 
la exposición a las hormonas durante el desarrollo determinaba el comportamiento 
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adulto. Sin embargo, también hay un componente genético detrás de la diferenciación 
sexual del cerebro. Por ejemplo, en cultivos mesencefálicos y diencefálicos de 
embriones de rata de 14 días, cuando todavía no se ha producido el pico de 
testosterona perinatal, se han encontrado diferencias sexuales en el número de 
neuronas que expresan la tirosina hidroxilasa, mayor en las hembras que en los 
machos (Beyer et al, 1991).  
 
Las hormonas gonadales ejercen dos tipos de efecto en la diferenciación 
sexual del cerebro. Por una parte, ejercen efectos organizadores, modificaciones 
permanentes e irreversibles que ocurren durante el desarrollo y dan lugar a patrones 
típicos de machos o de hembras en la organización corporal. Dichos efectos son 
característicos del desarrollo embrionario. Por otra parte, ejercen efectos activadores, 
modificaciones a corto plazo y reversibles que sólo permanecen mientras la hormona 
esté presente. Estos efectos ocurren a partir de la pubertad y su resultado final 
depende de la acción organizadora hormonal previa. 
 
La testosterona, durante la embriogénesis en humanos o durante el periodo 
perinatal en roedores, va a ejercer efectos organizadores. Una vez sintetizada por los 
testículos, va a atravesar la barrera hematoencefálica para alcanzar el SNC en 
periodos críticos del desarrollo. Una vez allí, será convertida por la enzima aromatasa 
a estradiol (Balthazart y Ball, 1998), que actuará sobre su receptor masculinizando 
regiones cerebrales específicas. Además, el estradiol promueve activamente el 
desarrollo de circuitos neurales típicos de machos y suprime el desarrollo de los 
femeninos. Aunque los ovarios producen estrógenos durante el desarrollo, se ha 
propuesto que son incapaces de entrar en el cerebro al ser secuestrados por la alfa-
fetoproteína, una proteína hepática cuya expresión es muy alta en el periodo perinatal 
y las primeras semanas postnatales (Bakker et al, 2006). Además, en el periodo crítico 
perinatal, los niveles de estradiol en plasma son equivalentes en machos y hembras 
(Pang et al, 1979). Según esta teoría, denominada teoría de la protección, la 
aromatización de la testosterona en el cerebro daría lugar al fenotipo masculino y la 
ausencia de testosterona y, por lo tanto, de estradiol sintetizado de novo en el cerebro, 
daría lugar al desarrollo del fenotipo femenino. Sin embargo, en los últimos años, está 
cobrando fuerza la hipótesis de la liberación, que postula que es necesaria cierta 
liberación de estrógenos para el desarrollo normal femenino. Según esta última teoría, 
distinta concentración de estradiol en el cerebro, procedente de la aromatización de la 
testosterona circulante, cuyos niveles son mayores en machos que en hembras, daría 
lugar a la formación del fenotipo masculino o femenino (Kandel et al, 2000). Estudios 
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recientes basados en el estudio de ratones hembra knock out para aromatasa apoyan 
la teoría de la necesidad de cierta exposición a estradiol para el correcto desarrollo del 
sistema nervioso en hembras. En estas ratonas se han observado menor 
comportamiento sexual de lordosis que en hembras control (Bakker et al, 2002), 
cambios en la expresión de c-Fos en respuesta a estímulos olorosos sexualmente 
relevantes (Pierman et al, 2008), una cantidad de neuronas kisspeptina positivas 
equivalente a la de machos y menor que la de hembras salvajes (Bakker et al, 2010) y 
menor cantidad de receptor de progesterona en el hipotálamo en edad prepuberal 
(Brock et al, 2010). 
 
En cualquier caso, parece claro el papel principal de la síntesis local de 
estradiol en la diferenciación sexual del cerebro. En un estudio previo sobre el efecto 
organizador de la testosterona, hembras recién nacidas fueron inyectadas con 
testosterona o estradiol o con dihidrotestosterona, que no puede convertirse en 
estradiol y que activa el receptor de andrógenos. Se observó que tanto la testosterona 
como el estradiol eran efectivos androgenizando el cerebro, mientras que la 
dihidrotestosterona no ejercía ningún efecto (Whalen y Olsen, 1981). El estradiol va a 
generar diferencias volumétricas mediante la regulación de la apoptosis, como ocurre 
en el núcleo sexualmente dimórfico del área preóptica (Meisel y Sachs; 1994) o en el 
núcleo periventricular anteroventral (Simerly et al, 1997). También da lugar al 
crecimiento de neuritas en el área preóptica, el hipotálamo y la corteza cerebral 
(Toran-Allerand, 1976, 1980; Toran-Allerand et al, 1983), y regula el patrón sináptico 
en el núcleo arcuato (Matsumoto y Arai, 1980), el área preóptica (Anderson et al, 1986; 
Todd et al, 2005) y el núcleo ventromedial del hipotálamo mediobasal (Matsumoto y 
Arai, 1986; Pozzo-Miller y Auki, 1991). 
 
4.3.- LA TESTOSTERONA PERINATAL 
 
En el ratón, uno de los periodos críticos en los que se generan diferencias 
sexuales en el cerebro ocurre perinatalmente. Los niveles plasmáticos de testosterona 
son mayores en machos que en hembras a partir del 14º día de desarrollo embrionario 
(Pointis et al, 1980; vom Saal y Bronson, 1980). Tanto en ratones macho como en 
otros mamíferos (Fig. 10) se observa un dramático incremento en la testosterona 
circulante 2 horas tras el parto, generando un pico que decrece inmediatamente hasta 
alcanzar los niveles característicos de hembras tras el nacimiento (Motelica-Heino et 
al, 1988). En cualquier caso, los niveles en plasma de testosterona son 
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significativamente mayores en los ratones macho que en los hembra entre los días 
postnatales 1 y 5 (Pang y Tang, 1984). 
 
Figura 10.- Niveles de testosterona circulante a lo largo de la vida en hombres. La testosterona 
plasmática presenta un pico durante la gestación y otro inmediatamente tras el nacimiento. 
Durante la pubertad ascienden de nuevo y se mantienen a lo largo de toda la vida reproductiva 
del hombre. Se observa una disminución progresiva de la testosterona circulante al alcanzar la 
senescencia. Imagen modificada de Wilson, 1999 
 
La inyección con propionato de testosterona en hembras recién nacidas ha 
sido ampliamente empleada para mimetizar la situación de los machos con la finalidad 
de estudiar las diferencias sexuales asociadas a dicho pico de testosterona (Ramírez 
et al, 2010; Orikasa y Sakuma, 2010; Broida y Svare, 1984; Hisasue et al, 2010). El 
tratamiento con propionato de testosterona en el día del nacimiento da lugar a la 
androgenización de algunos parámetros, mientras que no afecta a otros (Ramirez et 
al, 2010) 
 
4.4.- DIFERENCIAS SEXUALES EN LAS ENFERMEDADES 
NEURODEGENERATIVAS. 
 
Numerosas enfermedades neurológicas y psiquiátricas presentan diferencias 
sexuales en la incidencia, edad de inicio de la enfermedad, sintomatología y progreso 
(Cosimo Melcangi y Garcia-Segura, 2010). Por ejemplo, se dan más casos de 
enfermedad de Alzheimer en mujeres que en hombres (Fratiglioni et al, 1997; 
Andersen et al, 1999; Azad et al, 2007), mientras que la incidencia de enfermedad de 
Parkinson y Huntingon es mayor en hombres (Roos et al, 1991; Foroud et al, 1999; 
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Van Den Eeden et al, 2003; Benito-Leon et al, 2003; de Lau et al, 2004; Wooten et al, 
2004; Pekmezovic et al, 2007). En el caso de la esclerosis múltiple, la incidencia es 
mayor en mujeres y la enfermedad comienza antes (Noonan et al, 2002; Orton et al, 
2006; Schwendimann y Alekseeva, 2007), mientras que la patología es más grave en 
hombres (Confavreux et al, 2003; Jobin et al, 2010). Otro tipo de desórdenes se dan 
mayoritariamente en mujeres, como la ansiedad (Foot y Koszycki, 2004; Afifi, 2007), la 
depresión durante la pubertad (Hankin y Abramson, 1999) y los desórdenes 
alimentarios (Kaye, 2008). Por otra parte, las mujeres presentan menor riesgo a sufrir 
infarto cerebral hasta los 85 años aunque su recuperación es peor (Rosamond et al, 
2007; Reeves et al, 2008; Turtzo y McCullough, 2008), menor tendencia al autismo 
(Volkmar et al, 1993; Fombonne, 1999, 2003) y mejor recuperación tras daño 
traumático cerebral (Groswasser et al, 1998; Slewa-Younan et al, 2004; Niemeier et al, 
2007; Ratcliff et al, 2007). En el caso de la esquizofrenia, no se observan diferencias 
sexuales significativas en el número de pacientes, pero sí en cuanto a la edad de 
aparición, el progreso de la enfermedad y la respuesta al tratamiento (Riecher-Rossler 
y Hafner, 2000; Hafner, 2003; Halbreich y Kahn, 2003; Rao y Kolsch, 2003). 
 
El origen de todas estas diferencias puede ser multifactorial. Por una parte, 
podría ser una consecuencia directa de los cromosomas sexuales. Asimismo, podría 
proceder de los distintos niveles circulantes de hormonas gonadales en hombres y 
mujeres adultos. Las diferencias sexuales tanto estructurales como funcionales del 
cerebro, generadas durante los periodos críticos del desarrollo, pueden dar lugar a 
distinta predisposición a sufrir ciertas enfermedades, o a responder tanto al daño como 
al tratamiento de distinta forma. Por ejemplo, en la amígdala se encuentran diferencias 
sexuales tanto morfológicas como funcionales (Hines et al, 1992; Cahill et al, 2004; 
Kilpatrick et al, 2006; Johnson et al, 2008; Rubinow y Juraska, 2009) y el tamaño del 
núcleo sexualmente dimorfo del área preóptica es 5 veces mayor en machos (Gorski, 
1987). La base celular de estas diferencias pude recaer tanto en las neuronas, puesto 
que el patrón sináptico de algunas regiones cerebrales como el núcleo arcuato, el área 
preóptica y el núcleo ventromedial del hipotálamo mediobasal son diferentes en 
hombres y mujeres, como en los astrocitos, puesto que se han descrito diferencias 
sexuales en la distribución de la inmunorreactividad para GFAP en el hipocampo y el 
globo pálido de la rata (Garcia-Segura et al, 1988), la cantidad total de glía en ciertas 
regiones de la amígdala es mayor en machos (Morris et al, 2008) y la 
inmunorreactividad para GFAP también en ciertas regiones de la amígdala es mayor 




5.- EL PROCESO NEUROINFLAMATORIO. MODELOS EMPLEADOS 
 
La neuroinflamación es un proceso asociado, además de a procesos 
infecciosos tanto centrales como sistémicos, a las enfermedades neurodegenerativas 
como la enfermedad de Alzheimer (Lee et al, 2010), de Parkinson (Li et al, 2011), de 
Huntington (Möller, 2010) o la esclerosis múltiple (Siffrin et al, 2010). También está 
asociada al dolor neuropático (Myers y Shubayev, 2011) y al daño traumático en el 
sistema nervioso central (Alexander y Popovich, 2009). Históricamente, la vigilancia 
inmune del sistema nervioso central se ha considerado limitada, puesto que en 
condiciones normales se pueden detectar muy pocas células inmunes periféricas en 
su interior y se consideraba la barrera hematoencefálica como un escudo 
inmunológico. Sin embargo, las células T activadas son capaces de atravesar la 
barrera hematoencefálica (Wekerle et al, 1987, Hickey et al, 1991) y los antígenos del 
sistema nervioso central pueden cruzar dicha barrera en sentido opuesto (Cserr y 
Knopf, 1992). 
 
5.1.- TIPOS DE NEUROINFLAMACIÓN. 
 
Si consideramos la neuroinflamación como cualquier proceso inflamatorio en el 
que se vea afectado el sistema nervioso, podemos clasificarla en tres tipos. 
 
En primer lugar, podemos encontrar casos de inflamación clásica, producida 
por infecciones bacterianas o virales y por parásitos. En este tipo de inflamación, se 
van a acumular células inmunes móviles tanto innatas como adaptativas en el tejido 
afectado, tanto por reclutamiento de la circulación sanguínea como por proliferación, 
sobre todo en el caso de la microglía. Además de la invasión de células móviles, la 
definición clásica de la inflamación incluye un componente vascular, proliferativo y 
parenquimal que altera el tejido. Este tipo de inflamación también incluye la reacción 
que acompaña y sigue a la reparación tisular y la regeneración (Graeber et al, 2011). 
El sistema inmune innato del sistema nervioso central, además de la microglía, incluye 
los macrófagos perivasculares, que actúan como una barrera hematoencefálica 
inmunológica (Graeber et al, 1991). En este tipo de inflamación, en cualquier caso, la 
barrera hematoencefálica se debe encontrar comprometida, puesto que los síntomas 
son el resultado de cambios en la vasculatura local. 
 
En segundo lugar, si la inflamación es el resultado de un trauma, de daño 
isquémico o de daño químico y ocurre en ausencia de microorganismos, se denomina 
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inflamación estéril (Rock et al, 2010; Chen y Núñez, 2010). Uno de los modelos que 
explica este tipo de inflamación propone que tras la muerte celular se liberan 
moléculas proinflamatorias que se encontraban intracelularmente (Rock et al, 2010). El 
denominado “inflamasoma”, un gran complejo intracelular multimérico que regula la 
activación de la caspasa 1, se encuentra activado durante la infección y el daño directo 
y durante la inflamación estéril (Davis et al, 2011). La inflamación estéril se caracteriza 
por el reclutamiento de células móviles y por la producción de citoquinas y 
quemoquinas proinflamatorias (Chen y Núñez, 2010). En condiciones de muerte 
celular estéril, la respuesta inflamatoria puede incrementar la cantidad de tejido 
dañado (Rock et al, 2010) 
 
Finalmente, cuando se produce activación glial pero no existe movilización de 
células inmunes periféricas, nos encontramos con la definición más estricta de 
neuroinflamación. En este proceso, que no suele ir acompañado de ruptura de la 
barrera hematoencefálica, son las células inmunes del sistema nervioso las implicadas 
en la regulación de la inflamación, aunque sólo lo sean en algún aspecto específico. 
 
5.2.- CÉLULAS DEL SNC IMPLICADAS EN LA INFLAMACIÓN 
 
Hay tres tipos celulares residentes implicados en la respuesta inflamatoria del 
sistema nervioso central. La microglía constituye el principal tipo celular implicado en 
el proceso inflamatorio, activándose y promoviéndolo en respuesta a estímulos tanto 
agudos como crónicos (Liu y Hong, 2003; Block et al, 2005; Griffin, 2006; Vegeto et al, 
2008). Asimismo, los astrocitos se activan en respuesta a un estímulo inflamatorio, 
hipertrofiándose y expresando mediadores reguladores como el factor de crecimiento 
transformante beta (Constam et al, 1992; Khoury et al, 1992). Además son capaces de 
inducir la apoptosis de células T, lo que sugiere que son capaces de ejercer una 
función reguladora que restrinja la respuesta inflamatoria en el sistema nervioso 
(Matsumoto et al, 1993; Gold et al, 1996). Las neuronas constituyen el tercer tipo 
celular implicado. Son capaces de expresar el complejo mayor de histocompatibilidad 
de clase I (Neumann et al, 1997a), de producir citoquinas como el interferón gamma 
(Olsson et al, 1994; Neumann et al, 1997b) y de inducir la muerte apoptótica de las 
células T (Flugel et al, 2000). Además, son capaces de regular la expresión del 
complejo mayor de histocompatibilidad de clase II por parte de la glía circundante 
(Neumann et al, 1996). 
 




Durante el proceso neuroinflamatorio se va a producir la liberación de 
moléculas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias por parte de las células 
implicadas en la respuesta. 
 
Las citoquinas son pequeñas proteínas reguladoras liberadas por varios tipos 
celulares para modular interacciones célula-célula, la inflamación y la respuesta 
inmune. Las citoquinas presentan actividades pleiotrópicas y pueden desencadenar 
multitud de respuestas celulares dependiendo del tipo celular, el momento y el entorno 
celular. Se pueden clasificar de varias formas. Por una parte, pueden agruparse en 
interleuquinas (IL), factores de necrosis tumoral (TNF), interferones (IFN), factores 
estimulantes de colonia y factores de crecimiento transformante (TGF). También se 
pueden clasificar en función de la homología estructural de sus receptores como 
citoquinas de clase I o de clase II (Boulay et al, 2003; Langer et al, 2004). La mayoría 
de las ILs, los factores estimulantes de colonia y los IFNs median sus efectos a través 
de la ruta de señalización JAK-STAT. Los miembros de las familias de la IL1 y de los 
TNF activan las vías de señalización del factor nuclear NF-kB y de MAP, mientras que 
los miembros de la superfamilia de TGF-β activan proteínas de señalización de la 
familia de Smad. Otra clasificación se basa en su capacidad para contribuir al proceso 
inflamatorio. Así, encontraremos citoquinas proinflamatorias, como TNFα, IL1β, IL6, 
IL12, IL18 y IFNγ, y citoquinas antiinflamatorias como IL4, IL10, IL13, y TGFβ 
(Shubayev et al, 2010). 
 
Las quemoquinas, que en algunos casos han sido consideradas otro subgrupo 
de las citoquinas, son asimismo proteínas reguladoras de pequeño tamaño, cuyo 
nombre procede de la primera función que se les asoció in vitro, la quimioatracción. En 
humanos existen 50 quemoquinas y 20 receptores, con homólogos en otras especies 
de mamíferos (Charo y Ransohoff, 2006). Esta superfamilia de ligandos está dividida 
en dos grupos, las quemoquinas CC y las quemoquinas CXC. Asimismo, pueden 
agruparse en quemoquinas homeostáticas (que se expresan constitutivamente en 
órganos como los nódulos linfáticos y el bazo) e inflamatorias (cuya expresión es 
inducida en los lugares de inflamación para atraer leucocitos infiltrados y cuya función 







5.4.- MODELOS DE NEUROINFLAMACIÓN EMPLEADOS 
 
En el presente trabajo hemos empleado varios modelos que cursaban con 
inflamación. Hemos empleado, tanto in vivo como in vitro, un modelo de estímulo 
inflamatorio mediante administración de lipopolisacárido (LPS). Este modelo estaría 
mimetizando un tipo de inflamación “clásica”. Asimismo, hemos utilizado un modelo de 
lesión cerebral penetrante, en el cual estaríamos observando el resultado de la 
inflamación estéril. 
 
5.4.1.- Modelos de administración de LPS 
 
El LPS es una endotoxina derivada de la pared externa de las bacterias Gram 
negativas ampliamente utilizada para generar una respuesta inflamatoria tanto in vivo 
como in vitro. Está formado por un fosfoglicolípido denominado lípido A anclado a la 
membrana bacteriana (Fig. 11) y unido mediante enlace covalente a un 
heteropolisacárido hidrofílico (Raetz, 1990) que confiere la actividad biológica a la 
molécula (Mayeux, 1997; Rietschel et al, 1996). El heteropolisacárido, a su vez, está 
compuesto por dos regiones, la cadena O-específica o antígeno O, formada por varias 
repeticiones de oligosacárido y el núcleo o core, subdividido a su vez en core externo, 
que sirve de unión al antígeno O y el core interno, que sirve de unión al lípido A 





Figura 11.- Estructura y variabilidad del LPS. Imagen tomada de Bermejo y Duarte, 2003. 
 
 




En astrocitos en cultivo, el LPS aumenta la expresión de marcadores 
proinflamatorios como la interleuquina 6 o la quemoquina denominada proteína 
inducible por interferón 10 (IP10 o Cxcl 10) (Cerciat et al, 2010) y de efectores 
inflamatorios como las prostaglandinas (Pistritto et al, 1998, 1999). Los astrocitos 
expresan el receptor toll-like 4 (TLR4), que media las acciones inflamatorias del LPS 
(Blanco et al, 2005; Krasowska-Zoladek et al, 2007; Konat et al, 2008; Liao et al, 
2010). Tras su unión al receptor, el LPS va a activar distintas cascadas de 
señalización, entre ellas la del factor de transcripción NFκB. Su subunidad p65 se 
activará y translocará al núcleo (Cerciat et al, 2010), donde promoverá la expresión de 













4.4.1.2.- Administración sistémica de LPS 
 
La administración sistémica de LPS es una técnica que ha sido utilizada con 
éxito en estudios previos para inducir la activación microglial en cerebro tanto de rata 
como de ratón (Godbout et al, 2005; Semmler et al, 2005; Qin et al, 2007; Tapia-
Gonzalez et al, 2008). La activación microglial es probablemente en su mayor parte 
secundaria a la inflamación periférica, puesto que el paso del LPS a través de la 
barrera hematoencefálica es reducido (Nadeau y Rivest, 1999). Las citoquinas 
sistémicas proinflamatorias, como el TNFα o ciertas interleuquinas, son críticas para la 
transferencia de la señal inflamatoria periférica producida por el LPS al SNC (Qin et al, 
2007). Dichas citoquinas atraviesan la barrera hematoencefálica y activan tanto la 
microglía como la astroglía para producir más factores inflamatorios (Laye et al, 1994; 
Pitossi et al, 1997; Eriksson et al, 2000; Combrinck et al, 2002; Choi et al, 2003; 
Zuurman et al, 2003; Sierra et al, 2007) que finalmente serán la causa de la 
inflamación crónica del SNC y la neurodegeneración progresiva (Perry et al, 2003; 
Cunningham et al, 2005; Semmler et al, 2005; Qin et al, 2007). 
 
5.4.2.- El modelo de lesión penetrante 
 
La lesión penetrante cursa con ruptura de la barrera hematoencefálica y da 
lugar a varias fases en el tejido afectado por el daño. En primer lugar ocurre una fase 
aguda, en la cual se produce la activación microglial y la secreción de citoquinas, 
seguida por una fase subaguda en la que se activa la astroglía y se secretan factores 
tróficos (Taupin et al, 1993; Fagan y Gage, 1994; Woodroofe, 1995; Rothwell y 
Strijbos, 1995; Amat et al, 1996; Moore y Thanos, 1996; Jensen et al, 1997; Knerlich et 
al, 1999; Herx et al, 2000). 
La astroglía, así como la microglía, se activan en respuesta a la lesión. Durante 
este proceso aumenta, entre otras, la expresión de vimentina en los astrocitos 
(Eddleston y Mucke, 1993; Janeczko, 1993; Ridet et al, 1997) y de MHC-II en la 
microglía (Streit et al, 1999), dos proteínas prácticamente indetectables en la glía en 
reposo y ampliamente utilizadas como marcadores de reactividad glial por su 
sobreexpresión como respuesta al daño celular. Su activación es máxima a los 7 días 
de la generación de la herida según está descrito por García-Ovejero (2004), dando 
lugar a la formación de la cicatriz glial, en la que, además de los astrocitos y la 
microglía, participan células NG2, macrófagos y otras células que migran desde la 

























La glía, las hormonas gonadales y los esteroides producidos en el sistema 
nervioso pueden estar implicados en la generación de diferencias sexuales en la 
manifestación de las enfermedades neurodegenerativas. Puesto que dichas 
enfermedades cursan con neuroinflamación, nos planteamos explorar la existencia de 
diferencias sexuales y el efecto de moduladores de la esteroidogénesis y de 
compuestos estrogénicos sobre la respuesta glial a la neuroinflamación. 
Nuestra hipótesis de trabajo se basa en que podrían existir diferencias en la 
expresión de marcadores relacionados con la inflamación, con la síntesis y 
señalización de las hormonas sexuales y con la correcta morfología y funcionamiento 
mitocondrial en los astrocitos procedentes de machos y hembras que pudieran estar 
contribuyendo a la generación de diferencias sexuales en las enfermedades 
neurodegenerativas. 
Asimismo, conocida la capacidad neuroprotectora de los compuestos 
estrogénicos, analizamos si podrían reducir la reactividad glial en modelos de 




1.-Analizar la existencia de diferencias sexuales y la implicación de la 
testosterona perinatal en la respuesta al LPS de los astrocitos corticales en cultivo. 
2.- Analizar el efecto de dos moduladores de la esteroidogénesis, el Ro5-4864, 
ligando de la TSPO, y el letrozol, inhibidor de la aromatasa, sobre la respuesta al LPS 
de los astrocitos corticales masculinos y femeninos. 
3.- Analizar el efecto de compuestos estrogénicos sobre la respuesta al LPS de 
los astrocitos corticales masculinos y femeninos. 
4.- Analizar la existencia de diferencias sexuales y la implicación de la 
testosterona perinatal en la respuesta cortical al LPS in vivo. 
5.- Analizar el efecto de compuestos estrogénicos sobre la reactividad microglial 
en un modelo de administración sistémica de LPS en ratas ovariectomizadas. 
6.- Analizar el efecto de compuestos estrogénicos, la influencia de la edad y del 
tiempo de ovariectomía sobre la reactividad glial en un modelo de lesión cerebral 
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1. MATERIAL BIOLÓGICO EMPLEADO 
 
En el presente trabajo se han llevado a cabo estudios tanto in vitro como in 
vivo. Los estudios in vitro se realizaron a partir de cultivos primarios de astrocitos 
corticales de ratón CD1 y Balb/c. Para los estudios in vivo se emplearon tanto ratas 
albinas de la raza Wistar como ratones de la cepa CD1.  
 
En todos los casos los animales fueron criados en ciclos de luz-oscuridad de 
12 horas y recibieron agua y comida ad libitum. El cuidado y manipulación de los 
animales se ajustó en todo momento a las directivas de la Unión Europea 
(86/609/EEC; 2010/63/UE) y a la Legislación Española (BOE 250; 18-10-1989 y BOE 
256; 25-10-1990). Todos los diseños experimentales fueron aprobados por el Comité 
Institucional de uso y cuidado de animales (Subcomité de Bioética del CSIC). Se tuvo 
especial cuidado para minimizar el sufrimiento del animal y para reducir el número de 
animales empleados al mínimo necesario para alcanzar significación estadística. 
 
2. DISEÑOS EXPERIMENTALES 
 
2.1.- EFECTOS DEL LPS SOBRE ASTROCITOS CORTICALES PRIMARIOS 
PROVENIENTES DE MACHOS O HEMBRAS 
 
En este estudio, esquematizado en la figura 13, nos planteamos determinar la 
respuesta de los astrocitos corticales al LPS y si existían diferencias entre las células 
procedentes de animales macho y hembra. Para ello, realizamos cultivos primarios de 
astrocitos corticales de machos y hembras por separado, a partir de ratones de la cepa 
CD1 (para estudiar la expresión de genes relacionados con inflamación, con la 
transducción de la señal del LPS, con la esteroidogénesis y con la señal estrogénica) o 
Balb/c (para estudiar la expresión de genes relacionados con la función y morfología 
mitocondrial, la proliferación y la apoptosis). 
 
Una vez el cultivo estuvo preparado, ya fuera 24 horas tras el plaqueo de 
200.000 células por pocillo en medio sin suero o 24 horas tras el cambio a medio sin 
suero de células confluentes en pocillo, se suplementó con LPS (500 ng/ml, 
Escherichia coli 026:B6, Sigma). Tras dejar actuar al compuesto durante 5 horas, las 
células fueron lisadas, el ARN extraído y retrotranscrito y el ADNc resultante fue 
analizado mediante RT-PCR. 
 




Fig. 13.- Diseño experimental para el estudio sobre diferencias sexuales en la respuesta de los 
astrocitos corticales al LPS. A.- Cultivos primarios de astrocitos corticales procedentes de crías 
de ambos sexos de la cepa CD1. B.- Cultivos primarios de astrocitos corticales procedentes de 
crías de ambos sexos de la cepa Balb/c. DPN: Días post-natales. RT-PCR: “Real-time” PCR. 
 
2.2.- EFECTOS DEL LPS SOBRE ASTROCITOS CORTICALES PRIMARIOS 
PROVENIENTES DE HEMBRAS INYECTADAS CON PROPIONATO DE 
TESTOSTERONA O VEHÍCULO 
 
Tras la observación de diferencias sexuales en la respuesta al LPS de cultivos 
primarios de astrocitos corticales, nos planteamos repetir el mismo estudio (Fig. 13) 
pero realizando los cultivos primarios a partir de animales hembra control e inyectados 
con propionato de testosterona (PT) el día del nacimiento (Fig. 14), de tal forma que se 
mimetizaba el pico de testosterona que ocurre de forma natural en machos. 
 
Para ello, crías recién nacidas (con 0 días postnatales, 0 DPN) de sexo 
femenino fueron inyectadas con PT o su vehículo, aceite de maíz. Un día después 
(con 1 DPN), se realizaron los cultivos primarios de ambas cepas de ratón. El 
tratamiento de los cultivos fue el mismo que en el experimento anterior: una vez los 
cultivos estuvieron preparados, fueron tratados durante 5 horas con LPS, tras las que 
se extrajo el ARN que fue retrotranscrito y amplificado por RT-PCR. 
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Fig. 14.- Diseño experimental para el estudio del efecto de la testosterona perinatal sobre la 
respuesta de los astrocitos corticales al LPS. A.- Experimento con ratones hembra de la cepa 
CD1. B.- Experimento con ratones hembra de la cepa Balb/c. PT: propionato de testosterona. 
DPN: Días post-natales. RT-PCR: “Real-time” PCR. 
 
 
2.3.- EFECTO DEL LIGANDO DE LA TSPO RO5-4864 SOBRE LA 
RESPUESTA DE LOS ASTROCITOS CORTICALES AL LPS 
 
En este estudio analizamos el efecto de un ligando de la TSPO en la respuesta 
de los astrocitos corticales al LPS (Fig. 15). Para ello se realizaron cultivos de sexos 
diferenciados a partir de ratones de la cepa CD1. Una vez los cultivos estuvieron 
preparados, fueron tratados durante 5 horas con LPS (500 ng/ml), Ro5-4864 (10-5M, 
Sigma) o una combinación de ambos. Una vez finalizado el tratamiento, los astrocitos 
fueron lisados y el ARN extraído y retrotranscrito. Se realizó RT-PCR para analizar la 





Tratamiento in vivo: 
Aceite de maíz 

























Tratamiento in vivo: 
Aceite de maíz 





















LPS 500 ng/ml 
24 horas 
B 




Fig. 15.- Diseño experimental para el estudio sobre el efecto del ligando de la TSPO Ro5-4864 
sobre la respuesta de los astrocitos corticales al LPS. DPN: Días post-natales. RT-PCR: “Real-
time” PCR. 
 
2.4.- EFECTO DE DISTINTOS COMPUESTOS ESTROGÉNICOS SOBRE LA 
RESPUESTA DE LOS ASTROCITOS CORTICALES AL LPS 
 
En este estudio analizamos el efecto de tres compuestos estrogénicos y un 
inhibidor de la síntesis endógena de estradiol sobre la respuesta al LPS de astrocitos 
corticales obtenidos de ratones de la cepa CD1 (Fig. 16). Para ello se realizaron 
cultivos a partir de machos y a partir de hembras. Una vez los cultivos estuvieron 
preparados, fueron tratados durante 5 horas con estradiol (10-9M, Sigma), tamoxifeno 
(10-9M, Sigma), raloxifeno (10-9M, Sigma) o letrozol (10-6M, Novartis) solos o en 
combinación con LPS (500 ng/ml),  que también se administró en solitario. Una vez 
finalizado el tratamiento, los astrocitos fueron lisados y el ARN extraído y 
retrotranscrito. Se realizó RT-PCR para analizar la expresión de genes relacionados 
con inflamación. 
 
2.5.- EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DE LPS IN VIVO EN MACHOS, 
HEMBRAS Y HEMBRAS TRATADAS PERINATALMENTE CON PROPIONATO DE 
TESTOSTERONA 
 
Con la finalidad de analizar in vivo algunos de los parámetros referentes a 
diferencias sexuales en la respuesta de los astrocitos al LPS, realizamos un 
experimento de administración perinatal de PT y posterior tratamiento con LPS in vivo 
(Fig. 17). Para ello, estudiamos 6 grupos experimentales. Todos ellos recibieron una 
inyección subcutánea de aceite de maíz o PT el día del nacimiento y 29 días después 
otra inyección con PBS (vehículo del LPS) o LPS (5mg/kg, L2630 Sigma). Así, los 
grupos experimentales fueron: hembras vehículo – PBS, hembras vehículo – LPS, 
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Fig. 16.- Diseño experimental para el estudio sobre el efecto de distintos compuestos 
estrogénicos sobre la respuesta de los astrocitos corticales al LPS. A.- Experimento con 
cultivos de sexos separados para analizar el efecto de un inhibidor de la aromatasa, el letrozol. 
B.- Experimento con cultivos de sexos separados para analizar el efecto de compuestos 





Fig. 17.- Diseño experimental para el estudio sobre los efectos de la administración de LPS in 
vivo en machos, hembras y hembras tratadas perinatalmente con propionato de testosterona. 
DPN: Días post-natales; s.c.: inyección subcutánea; PT: propionato de testosterona; i.p.: 
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Un día después de la inyección con PBS o LPS, los animales fueron 
sacrificados mediante decapitación, el neocórtex aislado, el ARN extraído y 
retrotranscrito y el ADNc resultante analizado mediante RT-PCR. Los genes 
analizados fueron: IL6, IP10, TNFα, IL1β, StAR, TSPO, ERα y ERβ. 
 
2.6.- EFECTO DE LOS SERMs SOBRE LA REACTIVIDAD MICROGLIAL EN 
UN MODELO IN VIVO DE INFLAMACIÓN PERIFÉRICA 
 
En este estudio analizamos el efecto de una batería de 8 SERMs sobre la 
reactividad microglial en cerebelo de ratas Wistar ovariectomizadas y tratadas de 
forma sistémica con LPS o vehículo (Fig. 18). Para ello, ratas hembra de 3 meses de 
edad, con una semana de ovariectomía, fueron inyectadas por vía intraperitoneal (i.p.) 
con el compuesto estrogénico correspondiente y una hora después con LPS (1 mg/kg, 
L2880, Sigma) disuelto en tampón fosfato salino (PBS). Tres días más tarde, los 
animales recibieron una segunda inyección del compuesto estrogénico y una hora 
después una segunda inyección de LPS (1,33 mg/kg, L2880, Sigma). El patrón y las 
dosis de administración del LPS se basaron en un estudio previo (Ng y Ling, 1997). 
Además, se realizaron dos grupos control: uno de ellos fue inyectado con el vehículo 
de los compuestos estrogénicos, solución salina (0,9% NaCl) con 40 µl/mg de 
dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma), y el vehículo del LPS, PBS. El otro grupo control fue 
inyectado con el vehículo de los compuestos estrogénicos y LPS, con la finalidad de 
analizar el efecto inflamatorio sin tratamiento complementario. 
 
Los compuestos estrogénicos analizados fueron: tamoxifeno 1mg/kg, raloxifeno 
1mg/kg, ospemifeno 1mg/kg, fispemifeno 1mg/kg, bazedoxifeno 1mg/kg, HM-280 
1mg/kg, HM-281 1mg/kg y HM-282 1mg/kg. Fueron obtenidos de Hormos Medical Ltd, 
Finlandia. Se disolvieron en 40 µl/mg DMSO disuelto en solución salina y se 
administraron en dosis empleadas en estudios previos donde demostraron efectos 
neuroprotectores (Ciriza et al, 2004; Tapia-Gonzalez et al, 2008). 
 
Una semana después de la primera inyección (4 días tras la segunda), los 
animales fueron perfundidos, el cerebro extraído, el cerebelo aislado y seccionado en 
cortes de 50 µm de grosor con un Vibratomo. Se realizó inmunohistoquímica simple 
para detectar las células inmunorreactivas para MHC-II y se realizaron recuentos en la 
sustancia blanca central del cerebelo mediante la técnica del conteo por puntos. 
 




Fig. 18.- Diseño experimental para el estudio sobre el efecto de los SERMs sobre la reactividad 
microglial en un modelo in vivo de inflamación periférica. OVX: ovariectomía; IHQ: 
inmunohistoquímica. 
 
2.7.- EFECTO DE LA EDAD, EL TIEMPO DE OVARIECTOMÍA, EL 
ESTRADIOL Y LOS SERMs SOBRE LA REACTIVIDAD GLIAL TRAS LESIÓN 
PENETRANTE EN RATA 
 
En este estudio, esquematizado en las figuras 19 y 20, analizamos el efecto del 
estradiol, el tamoxifeno y el raloxifeno sobre la respuesta de las células gliales a la 
lesión penetrante en ratas ovariectomizadas. Para determinar si el efecto de los 
compuestos estrogénicos se ve alterado por la edad, estudiamos tres grupos de 
animales: 1) ratas jóvenes ovariectomizadas a los 2 meses de edad; 2) ratas de 
mediana edad ovariectomizadas a los 8 meses de edad; y 3) ratas viejas 
ovariectomizadas a los 18 meses de edad. Todos los animales fueron lesionados 15 
días después de la ovariectomía. Además, para determinar si el efecto de los 
compuestos estrogénicos en animales viejos se veía modificado por el tiempo de 
privación hormonal, otro grupo de ratas fue ovariectomizado a los 2 meses de edad (a 
la misma edad que el grupo de animales jóvenes) y falsamente operado (sham) a los 
18 meses de edad (a la misma edad a la que el otro grupo de animales viejos fue 
ovariectomizado), 15 días antes de la lesión penetrante. De esta forma, ambos grupos 
de animales viejos tuvieron la misma edad, 18 meses y medio, cuando recibieron la 
lesión y el tratamiento con los compuestos estrogénicos. Debido a los elevados niveles 
de estrógenos en plasma en las ratas Wistar hembra de 18 meses de edad de nuestra 
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únicamente durante los 15 días anteriores a ser lesionadas. En contraste, el segundo 
grupo de animales viejos estuvo privado de hormonas ováricas durante 16 meses y 15 
días antes de ser lesionadas. 
 
Los animales recibieron una inyección subcutánea de aceite de maíz 
(vehículo), estradiol (100μg/kg, E2758, Sigma), tamoxifeno (1mg/kg, T5648, Sigma) o 
raloxifeno (1mg/kg, R1402, Sigma) inmediatamente tras la realización de la lesión, una 
segunda inyección 24 horas después y una tercera inyección 48 horas después. Las 
dosis empleadas fueron seleccionadas en base a estudios previos. Además, se 
realizaron 3 inyecciones del análogo de timidina 5’-bromodeoxiuridina (BrdU, 50 
mg/kg, Sigma), para poder reconocer posteriormente proliferación celular, a las 24, 48 
y 72 horas de la lesión. 
 
Además, en el grupo de animales jóvenes, se realizaron tratamientos con otros 
dos compuestos estrogénicos, agonistas selectivos de los receptores de estrógeno: el 
PPT (agonista del receptor β) y el DPN (agonista del receptor α), con la finalidad de 
discernir a través de qué receptor estaban actuando los compuestos previamente 
empleados. Para ello, se realizaron 3 inyecciones en días consecutivos con PPT 
(1mg/kg, Tocris Cookson Inc.), DPN (1mg/kg, Tocris Cookson Inc.) o una combinación 
de ambos con el patrón previamente descrito. 
 
Una semana después de realizar la lesión penetrante, los animales fueron 
sacrificados mediante perfusión intracardiaca y el cerebro extraído y seccionado en 
cortes de 50 µm de grosor con un Vibratomo. Se realizó inmunohistoquímica simple 
para detectar las células inmunorreactivas para vimentina y MHC-II e 
inmunohistoquímica doble (de fluorescencia o mediante revelado con DAB-Ni) para los 
mismos marcadores en combinación con BrdU. A continuación, se realizaron 
recuentos en la región lateral a la lesión del hipocampo mediante las técnicas 
correspondientes a cada tinción. 
 




Fig. 19.- Diseño experimental para el estudio en animales jóvenes sobre el efecto del estradiol 





Fig. 20.- Diseño experimental para el estudio sobre el efecto de la edad, el tiempo de 
ovariectomía, el estradiol y los SERMs sobre la reactividad glial tras lesión penetrante en rata. 
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3.1.- CULTIVO DE ASTROCITOS CORTICALES DE RATÓN CD1 
 
Estos cultivos de astrocitos corticales se realizaron a partir de crías de ambos 
sexos de forma separada, a partir de animales postnatales de un día de edad, 
realizando un cultivo a partir de una sola cría. El sexo de las crías fue definido a partir 
del tamaño de la papila genital y de la distancia anogenital, que es mayor en machos 
que en hembras. 
 
Utilizando el microscopio de disección, se extrajo el cerebro, se eliminaron las 
meninges y se aisló el neocórtex completo en HBSS 1x (Hank’s balanced salt solution, 
Invitrogen, Paisley, UK). A continuación, el córtex fue disociado mecánicamente, 
lavado dos veces en HBSS y filtrado a través de una maya de nylon de 40 μm en 
medio DMEM/F12 sin rojo fenol (Invitrogen) suplementado con un 10% de suero fetal 
bovino (FBS; Invitrogen) y un 1% de penicilina-estreptomicina (Invitrogen). La 
suspensión de células fue centrifugada a 1000 rpm durante 5 minutos y el pellet con 
las células fue resuspendido en el mismo medio de cultivo y plaqueado en botellas 
para cultivo celular de 75 cm2. Las botellas fueron mantenidas a 37ºC con una 
concentración del 5% de CO2. El medio fue cambiado tras un día in vitro y a 
continuación dos veces por semana hasta que las células alcanzaron confluencia. A 
partir de estos cultivos se obtuvieron cultivos enriquecidos de astrocitos tras agitación 
durante la noche a 37ºC y 280 rpm en un agitador de sobremesa (Thermo Forma, 
Marietta, OH, USA) para minimizar la contaminación de oligodendroglía y microglía. 
Tras lavar las botellas con PBS, los astrocitos fueron levantados mediante incubación 
con tripsina 0,5% (tipo II-S; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) y ácido 
etilendiaminotetraacético 0,04% (EDTA, Sigma-Aldrich). El proceso de tripsinización 
fue detenido con medio DMEM/F12 suplementado con FBS, la suspensión celular fue 
centrifugada y el pellet resuspendido y sembrado en placas de 6 pocillos cubiertas con 
poli-L-lisina (Sigma) a una densidad de 200.000 células por pocillo en medio libre de 
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3.2.- CULTIVO DE ASTROCITOS CORTICALES DE RATÓN BALB/C 
 
Estos cultivos de astrocitos corticales se realizaron de forma separada a partir 
de crías postnatales de un día de edad hembra y macho, realizando un cultivo a partir 
de todas las crías del mismo sexo procedentes de la misma madre (entre 2 y 4 crías 
por cultivo).  
 
El proceso de disección y los tampones y medios de cultivo empleados fueron 
los mismos que para los cultivos de ratón CD1. Una vez aisladas las cortezas, fueron 
incubadas durante 10 minutos con TrypLE Express sin rojo fenol (Invitrogen), 
disgregadas mecánicamente, filtradas a través de una malla de nylon y centrifugadas 
durante 5 minutos a 1400 rpm. El pellet fue resuspendido y sembrado en placas de 10 
cm de diámetro cubiertas con poli-L-ornitina (Sigma). El medio fue cambiado a las 24 
horas con sumo cuidado y a las 48 horas de forma vigorosa para eliminar los residuos 
tisulares aparecidos sobre las células adheridas a la placa. A continuación, el medio 
fue cambiado dos veces por semana hasta que las células alcanzaron confluencia. En 
ese momento, fueron agitadas vigorosamente de forma manual en campana, lavadas 
con tampón fosfato salino (PBS, Invitrogen) e incubadas con tripsina 0,5% para 
levantar los astrocitos, que fueron centrifugados, resuspendidos y sembrados 
nuevamente en placas de 6 pocillos cubiertas con poliornitina, esta vez con medio 
DMEM/F12 completo. Dicho medio fue cambiado 2 veces por semana hasta que las 
células alcanzaron de nuevo confluencia, momento en el cual fue sustituido por 
DMEM/F12 sin suero durante las 24 horas previas al tratamiento. 
 
3.3.- ANDROGENIZACIÓN PERINATAL 
 
Para simular el pico de testosterona que sufren los machos en torno al 
nacimiento, se inyectaron animales recién nacidos de ambos sexos con aceite de maíz 
(50 μl, vehículo) y a hembras con propionato de testosterona (100 μg por animal, 2 
mg/ml, Sigma) por vía subcutánea. Un día más tarde, los cultivos de astrocitos fueron 
preparados a partir de las cortezas cerebrales de estos animales. 
 
3.4.- OVARIECTOMÍA DE RATA WISTAR 
 
Para minimizar los niveles circulantes de hormonas gonadales, en los 
experimentos con ratas hembra postpuberales se ovariectomizó bilateralmente a los 
animales bajo anestesia inhalatoria con halotano (Fluothane, AstraZeneca). 
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Se escogió la ruta de acceso dorsal para proceder a la ovariectomía, tomando 
como referencia las vértebras lumbares. Una vez rasurada y desinfectada la piel, se 
realizó una incisión medial única, desde la cual se accedió a la musculatura abdominal 
de cada uno de los lados del animal. Se separaron los correspondientes paquetes 
musculares con la punta de unas tijeras romas para dar acceso a la cavidad 
peritoneal. Se extrajo la trompa uterina, en cuyo extremo se encuentra el ovario, y se 
hizo un lazo con sutura reabsorbible estéril alrededor de la parte distal del oviducto. Se 
seccionó el ovario por encima del lazo y se suturaron el músculo y la piel. El proceso 
se repitió con el ovario del otro lado del animal. 
 
3.5.- LESIÓN PENETRANTE DE LA CORTEZA PARIETAL Y EL HIPOCAMPO 
ANTERIOR DORSAL EN RATA WISTAR 
 
Se practicó una lesión cerebral penetrante (Fig. 21) en ratas hembra 
previamente ovariectomizadas de 3 grupos de edad: jóvenes (2,5 meses de edad), de 
mediana edad (8,5 meses de edad) y viejas (18,5 meses de edad).  
 
Durante todo el proceso, los animales permanecieron anestesiados con 
halotano y colocados en un aparato estereotáxico (David Kopf Instruments, Tujunga, 
CA, USA). Se rasuró el pelo de la cabeza, se limpió la zona con etanol y se realizó una 
incisión con bisturí en la piel para exponer el cráneo, donde se practicó un carril en el 
hemisferio izquierdo con una broca dental con las siguientes coordenadas: 2 mm 
lateral para ratas jóvenes o 2,4 mm lateral para ratas de mediana edad y viejas, en 
todos los casos desde 2 mm posterior a bregma hasta 5 mm posterior a bregma 
(longitud final del carril: 3 mm). Por este carril se desplazó una aguja de acero, roma, 
de 0,45 mm de diámetro, introducida hasta una profundidad de 5,5 mm desde la 
superficie del cráneo. A continuación, se retiró la aguja, se detuvo la eventual pérdida 
de sangre con gasas estériles y se suturó la piel de la cabeza. 
 
 
Fig. 21.- Representación esquemática de una lesión 
penetrante y cicatriz glial (en azul) en la corteza parietal y el 
hipocampo anterior dorsal. La figura muestra el recorrido de 
la aguja desde su inserción hasta una profundidad de 5,5 
mm. Si la lesión se encontraba demasiado alejada o dentro 
del giro dentado, el animal era descartado. Todas las 
secciones utilizadas fueron seleccionadas para obtener la 
máxima homogeneidad, con el fin de mantener las mismas 
condiciones para todos los experimentos. 




3.6.1.- Perfusión de rata Wistar 
 
Para obtener tejido cerebral fijado, los animales fueron anestesiados 
profundamente con pentobarbital sódico (100 mg/kg peso corporal, Normon, Madrid, 
España) y perfundidos a través del ventrículo izquierdo, primero con 50 ml de solución 
salina (0,9% NaCl) para limpiar los tejidos de sangre y a continuación con 250 ml de 
solución de fijación (4% paraformaldehido en tampón fosfato 0,1M; pH 7,4). El cerebro 
fue extraído, mantenido en post-fijación por inmersión en la misma solución a 4ºC 
durante una noche y aclarado en tampón fosfato. Se obtuvieron secciones frontales de 
los cerebros y sagitales de los cerebelos, de 50 μm de grosor, empleando un 
Vibratomo (VT 1000 S, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). 
 
3.6.2.- Decapitación de ratón CD1 
 
Para obtener tejido cerebral fresco, los animales fueron decapitados y el 
cerebro extraído para su disección. Sobre una superficie metálica fría, se retiraron las 
meninges y se aisló el neocórtex en su totalidad. El tejido fue congelado a -80ºC hasta 
su uso. 
 
3.7.-EXTRACCIÓN DE ARN 
 
La extracción de ARN se realizó tanto a partir de tejido como de cultivos 
celulares. En el caso de la extracción a partir de tejido y de cultivos de ratón CD1, se 
aisló el ARN total empleando el kit comercial illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit 
(GE-Healthcare, Buckinghamshire, UK) mientras que en el caso de la extracción a 
partir de cultivos de ratón Balb/c se empleó peqGOLD RNAPure (PeqLab, Erlangen, 
Germany). En ambos casos se siguió el protocolo recomendado por el fabricante. La 
cantidad de ARN aislada fue medida empleando un espectrofotómetro de alta 




La retrotranscripción (RT) se realizó a partir de 1 μg de ARN para cultivos 
celulares y a partir de 2 μg para tejido. El protocolo llevado a cabo fue diferente para 
las muestras extraídas con distintos kits comerciales de aislamiento de ARN. 
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Para las muestras de tejido y de cultivos de ratón CD1, se incubaron las 
muestras en un primer paso de desnaturalización para eliminar estructuras 
secundarias a 70ºC durante 5 minutos junto con una mezcla de hexámeros de 
nucleótidos (Random Primers, Gibco Life Technologies), empleados como cebadores 
para el inicio de la RT. A continuación, se incubaron durante 5 minutos en hielo y se 
añadió una solución que incluía la retrotranscriptasa (M-MLV, Promega) y los 
desoxinucleótidos fosfato (dNTPs, Invitrogen). Esta mezcla fue incubada durante 1 
hora a 37ºC y a continuación 15 minutos a 70ºC para inactivar la retrotranscriptasa. El 
ADN complementario resultante fue conservado a -20ºC hasta su uso. 
 
Para las muestras de cultivos de ratón Balb/c, se empleó la retrotranscriptasa 
M-MLV (Invitrogen) junto con una mezcla de hexámeros de nucleótidos (Random 
Primers, Invitrogen) y los desoxinucleótidos fosfato (Roti-mix PCR3, Roth). Para su 
uso se siguieron las instrucciones del fabricante de la retrotranscriptasa. Los tiempos y 
temperaturas de incubación fueron los mismos que en el caso anterior. 
 
En ambos casos, se realizaron controles negativos añadiendo agua en lugar de 
ARN. 
 
3.9.- REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA A TIEMPO REAL (RT-
PCR) 
 
Las PCR cuantitativas en tiempo real fueron llevadas a cabo en dos 
termocicladores diferentes: ABI Prism 7500 Thermal Cycler (Applied Biosystems) e iQ5 
detection system (Bio-Rad). 
 
3.9.1.-RT-PCR en termociclador ABI Prism 7500 Thermal Cycler 
 
3.9.1.1.- Diseño de oligonucleótidos cebadores específicos (primers) 
 
Los primers (Tabla 1) fueron diseñados empleando el software Primer Express 
3.0 teniendo en cuenta los siguientes parámetros: temperatura de anillamiento a 60ºC, 
longitud del primer entre 15 y 30 bases, longitud del amplicón entre 100 y 200 bases. 
La especificidad de cada pareja de oligonucleótidos obtenidos con el programa fue 
comprobada en primer lugar realizando un primer-BLAST (basic local alignment search 
tool, NCBI) y más adelante secuenciando el producto de PCR amplificado. Para ello, 
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se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 2%, teñidos con bromuro de etidio. 
La banda de PCR (única y coincidente con el peso de amplicón predicho por el 
programa Primer Express y el primer-BLAST) fue purificada con un kit de purificación 
de productos de PCR (QIAquick PCR purification Kit, Qiagen) y secuenciada 
posteriormente (Servicio de Secuenciación Automática de ADN, Secugen SL, Madrid). 
 
3.9.1.2.- Validación de los oligonucleótidos cebadores: realización de curvas 
estándar (o curvas patrón) y elección del control endógeno 
 
Para comprobar la funcionalidad de los primers diseñados se realizaron curvas 
estándar, tanto de los genes incógnita que deseamos medir como de los genes que 
potencialmente podrían servir como control endógeno, con concentración de muestra 
decreciente (realizando diluciones seriales en agua destilada) y por separado para 
cada tipo de muestra (de tejido o procedente de cultivos celulares). Sólo se emplearon 
aquellos primers que dieron lugar a una curva con pendiente cercana a -3,3. Para 
realizar los ensayos se escogió la dilución de muestra media en la que dicha pendiente 
estaba presente, esto es, una dilución 1:4 o 1:8 a partir del producto de la RT para los 
genes incógnita y 1:100 para el control endógeno designado, un primer comercial con 





Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos. Para cada reacción se 
depositaron 5μl del ADNc en la dilución correspondiente en cada pocillo y a 
continuación se añadió un volumen de 10 μl de una solución que contenía los 
oligonucleótidos cebadores a una concentración de 500nM junto con la mezcla de 
reacción (SYBR GREEN PCR Master Mix o TaqMan Universal PCR Mastermix, 
Applied Biosystems). Cada muestra fue analizada por duplicado. Las amplificaciones 
fueron llevadas a cabo durante 40 ciclos con 2 etapas: la primera a 95ºC durante 15 
segundos para desnaturalizar el ADN y la segunda a 60ºC durante 1 minuto para el 
anillamiento y elongación de los primers. Para detectar la presencia de posibles 
contaminaciones de ADN genómico, en cada ensayo se incluyeron pocillos en los que 
el producto de la RT fue sustituido por agua destilada. Para detectar la posible 
presencia de dos productos de amplificación y la aparición de dímeros de 
oligonucleótidos, se realizó una curva de fusión (melting curve) al final del ensayo. El 
análisis de los resultados se llevó a cabo mediante el método relativo del ∆Ct, 
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normalizando los resultados de los genes incógnita a los valores para cada muestra de 
GAPDH, empleada como control interno de la cantidad total de ADNc. La cantidad 
relativa (RQ, “relative quantity”) de cada gen, normalizada a nivel de grupo 
experimental como porcentaje relativo (el grupo designado como 100% aparece 
indicado en cada figura de resultados), fue empleada para realizar los análisis 
estadísticos. 
 
Tabla 1.- Oligonucleótidos cebadores no comerciales empleados para RT-PCR con el 
sistema Abi-Prism 7500. 
Gen Forward Primer (5’ 3’) Reverse Primer (5’ 3’) 
IL6 GAAACCGCTATGAAGTTCCTCTCTG TGTTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA 
IP10 CAGTGAGAATGAGGGCCATAGG CGGATTCAGACATCTCTGCTCAT 
TNFα GAAAAGCAAGCAGCCAACCA CGGATCATGCTTTCTGTGCTC 
IL1β CGACAAAATACCTGTGGCCT TTCTTTGGGTATTGCTTGGG 
TLR4 GGCTCCTGGCTAGGACTCTGA TCTGATCCATGCATTGGTAGGT 
StAR GTCCCTCCAAGACTAAACTCACTTG GGTGGTTGGCGAACTCTATCTG 
TSPO GAGGTTTCACAGAGGACGCTATG ATCTGCCGGGCACCAAA 
Aro GGATGTGTTGACCCTCATGAGAC GATGTTTGGTTTGATGAGGAGAGC 
ERα GATCCCACCATGCACAGTGA GGAGCATCTACAGGAACACAGGTA
ERβ CCTGGTCTGGGTGATTTCGA ACTGATGTGCCTGACATGAGAAAG 
 
IL6: interleuquina 6. IP10: proteína inducible por interferón 10, TNFα: factor de necrosis tumoral 
α. IL1β: interleuquina 1β. TLR4: receptor toll-like 4. StAR: proteína reguladora aguda de la 
esteroidogénesis. TSPO: proteína translocadora de 18kda. Aro: aromatasa. ERα: receptor de 
estrógenos α. ERβ: receptor de estrógenos β. 
 
3.9.2.-RT-PCR con el sistema de detección iQ5 
 
En este caso, los oligonucleótidos empleados habían sido diseñados y 
validados previamente (Arnold S. et al, 2008) (Tabla 2). 
 
Los ensayos se realizaron igualmente en placas de 96 pocillos. Para cada 
reacción se depositaron 2 μl del ADNc diluido 1:10 en agua destilada a partir del 
producto de la RT en cada pocillo y a continuación se añadió un volumen de 8 μl de 
una solución que contenía los oligonucleótidos cebadores junto con la mezcla de 
reacción (IQ SYBR Green Supermix, Bio-Rad). Cada muestra fue analizada por 
Material y métodos 
73 
duplicado. El protocolo de RT-PCR estuvo compuesto por una etapa inicial de 
desnaturalización a 95ºC durante 3 minutos, seguida de 40 ciclos consistentes en 10 
segundos a 95ºC, 30 segundos a la temperatura de anillamiento apropiada para cada 
gen, 30 segundos a 72ºC y 10 segundos a 78ºC. Para obtener la curva de fusión de 
los distintos productos de PCR, se añadió una etapa consistente en 81 ciclos con 
temperatura creciente desde los 55ºC hasta los 81ºC en intervalos de 0,5ºC para cada 
ciclo de 10 segundos. El análisis de los resultados se llevó a cabo mediante el método 
de la SQ.  Para ello, en cada uno de los ensayos se incluyó una curva estándar de las 
muestras, en donde la cantidad de ARN existente previa a la retrotranscripción era 
conocida, de tal manera que el resultado para cada pocillo fue interpolado en dicha 
curva para obtener una cantidad inicial (Starting Quantity, SQ) del ARN presente en 
cada muestra y para cada gen. Dicha SQ fue normalizada a la cantidad inicial de ARN 
ribosomal 18S, que fue empleado en este caso como control interno de la cantidad 
total de ADNc en cada muestra. La SQ, normalizada a nivel de grupo experimental 
como porcentaje relativo (el grupo designado como 100% aparece indicado en cada 
figura de resultados), fue empleada para realizar los análisis estadísticos. 
 
Tabla 2.- Oligonucleótidos cebadores no comerciales empleados para RT-PCR con el 
sistema iQ5, descritos por Arnold et al (2008). 
Gen Forward Primer Reverse Primer Tª de anillamiento 
CoxIV1 TATGCTTTCCCCACTTACGC GCCCACAACTGTCTTCCATT 60ºC 
CoxIV2 AGATGAACCATCGCTCCAAC ATGGGGTTGCTCTTCATGTC 65ºC 
Mfn1 CAGAGAAGAGGGTTTATTCA ACTCATCAACCAAAACAGAT 53ºC 
Mfn2 ATGTTGTGTTCTTTCTG AAGTGCTCTCTGCTAAATGT 53ºC 
Fis1 CTACAGGGGTGCAGGAGAAA AGATGGACTGGTAGGCATGG 58ºC 
Drp1 TTTGCTCGTGTGAAGACTGG TCCTGGAGCTTCCTTTCTGA 58ºC 
Pcna TCAGGAGCAATCTTCAAAGG TTTTTCACAAAAGCCACTCC 59ºC 
Bcl2 CATCCCAGCTTCACATAACC GCAATCCGACTCACCAATAC 59ºC 
Bax GGCAGACAGTGACCATCTTT AGGGGACCTGAGGTTTATTG 59ºC 
18S CGGCTACCACATCCAAGGAA GCTGGAATTACCGCGGCT 60ºC 
CoxIV1: citocromo c oxidasa subunidad IV isoforma 1. CoxIV2: citocromo c oxidasa subunidad 
IV isoforma 2. Mfn1: mitofusina 1. Mfn2: mitofusina 2. Fis1: homólogo de fisión (membrana 
mitocondrial externa). Drp1: proteína relacionada con la dinamina 1. Pcna: antígeno nuclear de 
células en proliferación. Bcl2: proteína de linfoma de célula B 2. Bax: proteína X asociada a 
Bcl2. 18S: ARNr 18S. 
 




Las inmunohistoquímicas se realizaron siempre a  partir de secciones de 50 μm 
de tejido cerebral o cerebelar fijado y en flotación. En el caso de tejido cerebral, las 
secciones histológicas fueron seleccionadas de tal modo que mostraran una lesión 
completa desde el límite dorsal hasta el ventral del hipocampo. En el caso de tejido 
cerebelar, se seleccionaron cortes en los que apareciera la sustancia blanca central, 
donde se realizaron los recuentos. 
 
3.10.1.- Inmunohistoquímica simple 
 
Todos los lavados e incubaciones fueron realizados en agitación moderada, 
utilizando una solución de lavado compuesta por tampón fosfato 0,1M; pH 7,4; con 
0,3% de Tritón X-100 y 0,3% de albúmina de suero bovino (BSA). Este tampón 
también se utilizó para diluir los anticuerpos. 
 
Una vez lavadas, las secciones se incubaron durante 10 minutos a temperatura 
ambiente en una solución del 3% de peróxido de hidrógeno en metanol al 30% para 
inhibir la actividad peroxidasa endógena. Tras lavarlas profusamente, las secciones se 
incubaron durante dos noches a 4ºC en el anticuerpo primario diluido en solución de 
lavado con un 5% de suero normal de cabra (Gibco). Se utilizaron anticuerpos 
primarios para vimentina (1:500; monoclonal, DAKO), para GFAP (1:1000, monoclonal, 
Sigma) y para MHC-II (1:250, monoclonal, MCA46G, Serotec). A continuación, las 
secciones fueron aclaradas en solución de lavado e incubadas durante 2 h. a 
temperatura ambiente con un anticuerpo secundario conjugado con biotina, generado 
en cabra contra inmunoglobulinas G de ratón. Una vez realizados los lavados 
pertinentes, los cortes fueron incubados durante 90 minutos a temperatura ambiente 
con un complejo avidina-biotina-peroxidasa (diluido 1:250; ImmunoPure ABC 
peroxidase staining kit, Pierce). El producto de la reacción fue revelado mediante 2 
μg/ml de 3,3’-diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich, Tres Cantos, España) y 0,01% 
de H2O2 en tampón fosfato 0,1M. A continuación, las secciones fueron montadas en 
portaobjetos gelatinizados, deshidratadas, cubiertas con DEPEX (BDH Laboratory 
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3.10.2.- Inmunohistoquímica doble de fluorescencia con marcaje para BrdU 
 
Todos los lavados e incubaciones fueron realizados en agitación moderada. 
Los anticuerpos se diluyeron en tampón fosfato 0,1M; pH 7,4 y los lavados también se 
realizaron con este tampón. 
 
Tras lavar los cortes, los sometimos a tratamiento ácido para exponer el ADN 
de la célula utilizando una solución de HCl 2N durante 30 minutos a 37ºC. A 
continuación, se lavaron profusamente las secciones y se incubaron con anticuerpo 
primario anti-BrdU policlonal generado en oveja (Abcam, UK), diluida 1:50, durante dos 
noches a 4ºC. Después de ser lavadas, las secciones fueron incubadas con un 
anticuerpo secundario contra inmunoglobulinas G de oveja, conjugado con el 
fluorocromo Alexa 594 (rojo; diluido 1:1000, Invitrogen, EEUU), durante 2 horas a 
temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad, que se mantuvieron a partir de 
este momento en todo el proceso. A continuación, se lavó de nuevo y se realizó la 
incubación con el segundo anticuerpo primario, monoclonal para vimentina,  durante 
dos noches a 4ºC. Los cortes fueron lavados e incubados durante 2 horas a 
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario contra inmunoglobulinas G de 
ratón, generado en cabra y conjugado con el fluorocromo Alexa 488 (verde; diluido 
1:1000, Invitrogen, EEUU).  Tras realizar nuevos lavados, las secciones fueron 
montadas en portaobjetos gelatinizados, cubiertas con gerbatol y cubreobjetos y 
observadas con un microscopio confocal Leica TCS SP5. 
 
3.10.3.- Inmunohistoquímica doble con marcaje para BrdU y MHC-II mediante 
revelado con DAB-Ni 
 
Tras realizar varias pruebas, observamos que la inmunofluorescencia doble 
con marcaje para BrdU y MHC-II no daba resultados. Por ello, nos planteamos realizar 
dicha inmunohistoquímica doble de tal forma que las preparaciones pudieran ser 
observadas en el microscopio óptico, empleando una técnica basada en la 
observación de los precipitados resultantes de una reacción enzimática y no en la 
visualización directa de los anticuerpos empleados. Nos decantamos por el marcaje de 
la BrdU con DAB-Ni, que da lugar a un precipitado azul, y del MHC-II con DAB, que da 
lugar a un precipitado marrón. Dichos precipitados se podían distinguir claramente en 
la observación al microscopio haciendo posible los recuentos de colocalización. 
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Todos los lavados e incubaciones fueron realizados en agitación moderada, 
utilizando una solución de lavado compuesta por tampón fosfato 0,1M; pH 7,4; con 
0,3% de Tritón X-100 y 0,3% de albúmina de suero bovino (BSA). Este tampón 
también se utilizó para diluir los anticuerpos. 
 
Tras lavar los cortes, fueron sometidos a tratamiento ácido para exponer el 
ADN de la célula con una solución de HCl 2N durante 30 minutos a 37ºC. A 
continuación, fueron lavados profusamente e incubados con el anticuerpo primario 
policlonal  anti-BrdU, diluido 1:50 (Abcam, UK) durante dos noches a 4ºC. Las 
secciones fueron aclaradas en solución de lavado e incubadas durante 2 h a 
temperatura ambiente con un anticuerpo secundario, generado en conejo, contra 
inmunoglobulinas G de oveja, conjugado con biotina (diluido 1:300; Pierce, Rockford, 
IL, USA). Una vez realizados los lavados pertinentes, los cortes fueron incubados 
durante 90 minutos a temperatura ambiente con el complejo avidina-biotina-
peroxidasa, diluido 1:250. El producto de la reacción fue revelado en un medio que 
contenía 2 μg/ml de DAB y 0,01% de H2O2 diluidos en tampón fosfato 0,1M. Con el fin 
de intensificar la reacción y facilitar la visualización de los núcleos celulares positivos 
para BrdU, se añadió al medio sulfato de níquel-amonio (concentración final del 2%) y 
cloruro de cobalto (concentración final del 2%). Después de lavar, las secciones se 
incubaron durante 2 noches a 4ºC con un anticuerpo monoclonal para MHC-II (diluido 
1:250, Serotec). A continuación, los cortes se lavaron e incubaron, durante 2 h a 
temperatura ambiente, con un anticuerpo secundario, generado en cabra, contra 
inmunoglobulinas G de ratón y conjugado con biotina (diluido 1:300; Pierce, Rockford, 
IL, USA). Una vez realizados los lavados pertinentes, los cortes se incubaron durante 
90 minutos a temperatura ambiente, con el complejo avidina-biotina-peroxidasa 
(diluido 1:250). El producto de la reacción fue revelado en un medio que contenía 2 
μg/ml de DAB y 0,01% de H2O2 diluidos en tampón fosfato 0,1M. A continuación, las 
secciones fueron montadas en portaobjetos gelatinizados, deshidratadas, cubiertas 
con DEPEX y cubreobjetos y observadas con un microscopio Leica DMRB-E.  
 
3.10.4.- Controles de especificidad 
 
En las pruebas inmunohistoquímicas se llevaron en paralelo distintos controles 
de especificidad. Sólo se consideraron válidas para estudio las pruebas en las que los 
siguientes controles aparecían sin marcajes: 
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A.- Omisión del anticuerpo primario: realizado para descartar que la señal se debiera a 
uniones inespecíficas de los anticuerpos secundarios o a fondo derivado de otras 
etapas del proceso.  
 
B.- Control de reactividad cruzada: empleado en los experimentos de colocalización, 
para descartar posibles interferencias entre las dos parejas de anticuerpos. Se 
incubaron las secciones con uno de los anticuerpos primarios para marcadores gliales 
(todos generados en ratón), y a continuación con ambos anticuerpos secundarios: un 
anti IgG de conejo marcado con Alexa verde y un anti IgG de ratón marcado con Alexa 
roja.  
 
C.- Control de autofluorescencia: Para descartar fluorescencia intrínseca del tejido, en 
la inmunohistoquímica con fluorescencia se incluyeron cortes incubados en ausencia 
tanto del anticuerpo primario como del secundario.  
 
 
Tabla 3.- Anticuerpos primarios empleados. 
Anticuerpos Primarios Especie Dilución Referencia 
Vimentina (V9) Ratón 1:500 DAKO 
MHC-II (MCA46G) Ratón 1:250 Serotec 
GFAP Ratón 1:1000 Sigma 
BrdU policlonal Oveja 1:50 Abcam, UK 
 
 
Tabla 4.- Anticuerpos secundarios empleados. 
Anticuerpos Secundarios Especie Dilución Referencia 
Cabra anti IgG de ratón biotinado Cabra 1:300 Pierce 
Conejo anti IgG de oveja biotinado Conejo 1:300 Pierce 
Cabra anti IgG de ratón Alexa-488 (verde) Cabra 1:1000 Invitrogen 
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3.11.- ANÁLISIS MORFOMÉTRICO 
 
3.11.1.- Técnica del disector óptico 
 
Esta técnica se empleó para realizar recuentos del número de células 
inmunorreactivas en los experimentos de administración sistémica de LPS y de lesión 
penetrante.  
 
Estudios preliminares han demostrado la presencia de células 
inmunorreactivas para MHC-II en distintas regiones del cerebro de animales tratados 
con LPS, siendo muy abundantes en la sustancia blanca del cerebelo, tanto en la 
sustancia blanca central como en la capa molecular de la corteza cerebelar. Por este 
motivo, el cerebelo fue seleccionado para realizar el análisis morfométrico de la 
microglía reactiva en el modelo de administración sistémica de LPS. El número de 
células inmunorreactivas para MHC-II fue evaluado en la sustancia blanca central del 
cerebelo en una región dorsal y anterior al núcleo lateral cerebelar, localizado entre los 
lóbulos 2 y 5 y a una distancia lateral de entre 2,4 y 2,9 mm de la línea central, de 
acuerdo con el atlas estereotáxico del cerebro de rata de Paxinos y Watson (1986). El 
visor de recuento empleado fue de 220 x 220 micras. Se contaron entre 25 y 30 
campos por animal. 
 
El número de astrocitos reactivos en el modelo de lesión penetrante fue 
evaluado dentro de los límites del hipocampo y hasta una distancia de 350 micras 
desde el borde exterior de la lesión. El visor de recuento empleado fue de 55 x 55 
micras. Se contaron 78 campos por animal. 
 
El número de células inmunorreactivas se estimó con la técnica del disector 
óptico, tal y como está descrita por Howard y Reed (Howard y Reed, 1998). Se utilizó 
el grosor total de la sección, medido utilizando un microcator (Heidenhain-Metro MT 
12/ND221, Traunreut, Alemania) acoplado a un microscopio Leitz, como altura del 
disector (von Bartheld, 1999; Hatton y von Bartheld, 1999). El volumen de la región de 
recuento fue estimado de acuerdo al principio de Cavalieri usando el método de 
conteo por puntos de Weibel (1979). Como no se observaron diferencias significativas 
en este parámetro entre los distintos grupos experimentales, los cambios en el número 
de células inmunorreactivas por unidad de volumen se interpretaron como cambios en 
el número de dichas células y no como variaciones en el volumen de referencia. Se 
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aplicó la siguiente fórmula para conocer el número de células por milímetro cúbico a 
partir del número de células por campo: 
   
       N=nº células por campo 
Nºcels/mm3= (Nx1000)/(AxZ), donde  A=área del campo (mm2) 
       Z=grosor del corte 
 
Se contaron todas las células cuyo núcleo entrase en foco cuando se barría 
toda la altura del disector. Con el fin de minimizar el sesgo en la evaluación, todos los 
recuentos fueron realizados sin conocer el grupo experimental al que pertenecían las 
secciones. 
 
3.11.2.- Fracción de volumen de células inmunorreactivas para MHC-II. 
 
Para los recuentos de microglía reactiva en el modelo de lesión cerebral 
penetrante no fue posible emplear la técnica del disector óptico por la enorme 
densidad de células en la zona perilesional, que hacía imposible distinguirlas 
individualmente. Por ello se empleó la técnica del conteo por puntos, descrita en 
detalle por Weibel (Weibel, 1979) para evaluar la fracción de volumen ocupada por el 
material inmunorreactivo para MHC-II. Se dibujó la línea lateral del hipocampo hasta el 
borde externo de la lesión y las áreas en las que aparecía material inmunorreactivo 
para MHC-II empleando un microscopio Leitz equipado con una cámara lúcida. Una 
rejilla de puntos se superpuso a los dibujos y se contó el número total de puntos 
incluidos en el hipocampo (volumen de referencia) y el número de puntos incluidos en 
células MHC-II inmunorreactivas hasta una distancia de 350 micras desde el borde de 
la lesión. El área asociada a cada punto fue de 614 µm2. La fracción de volumen 
ocupado por células MHC-II inmunorreactivas fue calculada para cada animal como la 
relación entre la suma de puntos incluidos en células inmunorreactivas y el número de 
puntos incluidos en el volumen de referencia. Al menos 3 secciones fueron evaluadas 
para cada animal. Todos los recuentos se realizaron sin conocer el grupo experimental 
al que pertenecían las secciones. 
 
3.11.3.- Colocalización con BrdU 
 
Para realizar los recuentos de colocalización se tuvo siempre en cuenta el 
número de células que expresaban ambos marcadores (BrdU y el marcador glial 
correspondiente) por unidad de volumen (mm3). Por la incompatibilidad entre las 
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técnicas de inmunofluorescencia y el marcaje doble de BrdU y MHC-II (microglía 
reactiva), se realizaron recuentos por dos métodos diferentes. En el caso de la 
inmunohistoquímica doble para la observación en el microscopio óptico, se realizaron 
recuentos por la técnica del disector óptico tal y como aparece descrita en el apartado 
3.10.1. En el caso de la inmunohistofluorescencia doble, se realizaron fotografías 
sobre las que se realizaron los recuentos tal y como aparece descrito a continuación. 
 
Para contar aquellos astrocitos reactivos (vimentina positivos) que habían 
incorporado BrdU se emplearon fotos de las secciones histológicas obtenidas con el 
objetivo de 20x y zoom 1,4 en el microscopio confocal. Se realizaron fotos a lo largo 
del espesor del corte, hasta un total de 10 micras de profundidad y cada 2 micras, de 
tal forma que se aseguraba la captura de todos los núcleos celulares marcados. Se 
utilizó el programa informático ImageJ 1.37m (National Institute of Health, USA), en 
cuyo visor situamos una rejilla con un área por sector de 50x50 µm sobre los distintos 
planos tomados a las secciones. En la rejilla se contaron el número de células que 
mostraban colocalización de ambos marcadores desde el borde exterior de la lesión y 
hasta 400 micras hacia el lateral del hipocampo (8 sectores) en los distintos planos 
tomados de cada corte. Se contaron un total de 144 sectores por animal. Para calcular 
el número de células con colocalización por unidad de volumen (mm3), se tuvieron en 
cuenta 10 micras de grosor, y se empleó la misma fórmula que la utilizada para la 
técnica del disector óptico. Todos los recuentos se realizaron sin conocer el grupo 
experimental al que pertenecían las secciones. 
 
3.12.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Los análisis estadísticos se llevaron a cabo empleando el paquete estadístico 
GraphPad Prism 5. El número de experimentos o animales utilizados para realizar 
cada análisis aparece indicado en la figura correspondiente. En los experimentos en 
los que se realizó inmunohistoquímica, se realizó la media entre las distintas secciones 
de cada animal y este dato fue introducido para el análisis. En los experimentos en los 
que se realizó RT-PCR, se emplearon los datos de la normalización porcentual de la 
RQ o de la SQ para cada cultivo o para cada animal en el análisis estadístico. 
 
Se aplicaron pruebas paramétricas a las muestras que cumplían los requisitos 
de normalidad e igualdad de varianzas. El nivel de significación estadística se 
estableció siempre en valores de p menores de 0,05. La igualdad de varianzas se 
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determinó mediante el test F, de tal forma que se determinaban varianzas desiguales 
cuando la p<0,05. En tal caso, se emplearon pruebas no paramétricas. 
 
Los análisis que comparaban sólo 2 grupos experimentales se llevaron a cabo 
con el test t de Student no pareado, con corrección de Welch en el caso de que las 
varianzas no resultaran homogéneas.  
 
Para los experimentos en los que se comparaban más de dos grupos, cuando 
pasaban positivamente los test de normalidad y homogeneidad de varianzas, se utilizó 
la prueba ANOVA de una vía. En el caso de que la p obtenida fuera menor de 0,05, se 
realizaron test post-hoc para realizar las comparaciones entre los distintos grupos por 
parejas. Se emplearon los test post-hoc de Tukey para comparar todos los grupos 
entre sí, y el test post-hoc de Dunnett para comparar todos los grupos con un solo 
grupo (correspondiente al grupo control o vehículo). 
 
En el caso de la comparación de más de dos grupos en los que no se encontró 
normalidad y/u homogeneidad de varianzas, se utilizó el test no paramétrico de 
Kruskal-Wallis con test post-hoc de Dunn. 
 
En aquellos casos en los que se tenían en cuenta dos variables, se utilizó la 
prueba ANOVA de dos vías. En el caso de que la p obtenida fuera menor de 0,05, se 
empleó el test post-hoc de Bonferroni para realizar las comparaciones por parejas 
entre los distintos grupos de cada variable.  






















1.- DIFERENCIAS SEXUALES EN LA RESPUESTA DE LOS ASTROCITOS 
CORTICALES AL LPS 
 
Conocidas las diferencias sexuales que aparecen en distintas enfermedades 
neurodegenerativas que cursan con inflamación, nos planteamos estudiar a nivel de 
expresión génica las posibles diferencias sexuales en marcadores inflamatorios y, más 
adelante, en marcadores relacionados con la esteroidogénesis y con la morfología y 
función mitocondrial, así como con la viabilidad celular, que pudieran aparecer al 
exponer cultivos primarios de astrocitos corticales de ratón a un estímulo inflamatorio, 
como es el LPS. 
 
1.1.- NIVELES BASALES DE LOS MARCADORES ESTUDIADOS 
 
En primer lugar, nos planteamos estudiar las posibles diferencias basales entre 
cultivos procedentes de machos y hembras en la expresión de distintos marcadores:  
 
1.1.1.-Marcadores relacionados con inflamación. 
Analizamos la expresión de tres citoquinas, la interleuquina 6, (IL6), la 
interleuquina 1β (IL1β) y el factor de necrosis tumoral α (TNFα). También analizamos 
la expresión de una quemoquina, la proteína inducible por interferón 10 (IP10).  
No se detectaron diferencias significativas al comparar los niveles basales de 
ARNm de IL6, IP10, TNFα e IL1 β en cultivos primarios de astrocitos procedentes de 
animales macho y hembra (Fig. 22). 
 
1.1.2.- Marcadores relacionados con la transducción de la señal inflamatoria. 
Analizamos los niveles de ARNm del receptor toll-like 4 (TLR4), que es el 
receptor para el LPS. 
No se detectaron diferencias al comparar los niveles de expresión basales de 































































































































































Figura 22.- Expresión basal de genes relacionados con inflamación en cultivos de astrocitos 
procedentes de machos y hembras. A.- Niveles de IL6. B.- Niveles de IP10. C.- Niveles de 
TNFα. D.- Niveles de IL1β. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. No se 
observaron diferencias significativas (t-Student, p indicada sobre la barra del grupo “macho 












































Figura 23.- Expresión basal del receptor de LPS, TLR4, en cultivos de astrocitos procedentes 
de machos y hembras. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. No se 
observaron diferencias significativas (t-Student, p indicada sobre la barra del grupo “macho 







1.1.3.-Marcadores relacionados con la esteroidogénesis. 
Analizamos la expresión de dos translocadores de colesterol de la membrana 
mitocondrial externa a la interna, la proteína reguladora de la esteroidogénesis aguda 
(StAR) y la proteína translocadora de 18 kDa (TSPO). También analizamos la 
expresión de la enzima encargada de transformar la testosterona en estradiol, la 
aromatasa. 
No se detectaron diferencias al comparar los niveles de expresión basales de 
StAR, TSPO y aromatasa en cultivos primarios de astrocitos procedentes de animales 
macho y hembra (Fig. 24).  
 
1.1.4.- Marcadores relacionados con la señal estrogénica. 
Analizamos la expresión de los receptores de estrógeno alfa (ERα) y beta 
(ERβ). 
No se detectaron diferencias al comparar los niveles de expresión basales de 
ERα en cultivos primarios de astrocitos procedentes de animales macho y hembra. Sin 
embargo, los niveles de expresión basales de ERβ son significativamente menores en 
machos que en hembras (Fig. 25). 
 
1.1.5.-Marcadores relacionados con la función mitocondrial. 
Analizamos la expresión de una subunidad del complejo IV de la cadena 
transportadora de electrones, la citocromo c oxidasa IV, isoformas 1 (CoxIV1) y 2 
(CoxIV2).  
No se detectaron diferencias al comparar los niveles de expresión basales de 
CoxIV1 y CoxIV2 en cultivos primarios de astrocitos procedentes de animales macho y 
hembra (Fig. 26). 
 
1.1.6.-Marcadores relacionados con la morfología mitocondrial. 
Analizamos la expresión de genes implicados en la fusión mitocondrial, 
mitofusina 1 (Mfn1) y 2 (Mfn2); y en la fisión mitocondrial, homólogo de fisión 
(membrana mitocondrial externa) (Fis1) y la proteína relacionada con la dinamina 1 
(Drp1).  
No se detectaron diferencias al comparar los niveles de expresión basales 
Fis1, Drp1 y Mfn2 en cultivos primarios de astrocitos procedentes de animales macho 
y hembra. Sin embargo, los niveles de expresión de Mfn1 son significativamente 

























































































































Figura 24.- Expresión basal de genes relacionados con la esteroidogénesis en cultivos de 
astrocitos procedentes de machos y hembras. A.- Niveles de StAR. B.- Niveles de TSPO. C.- 
Niveles de aromatasa. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. No se 
observaron diferencias significativas (t-Student, p indicada sobre la barra del grupo “macho 
















































































Figura 25- Expresión basal de los receptores de estrógeno α y β en cultivos de astrocitos 
procedentes de machos y hembras. A.- Niveles de ERα. B.- Niveles de ERβ. El número de 
experimentos se indica dentro de cada barra. No se observaron diferencias significativas en 
ERα mientras que en ERβ se detectó una disminución significativa en cultivos de machos (t-
Student, p indicada sobre la barra del grupo “macho control”, * p<0.05 vs. hembra control). Los 





















































































Figura 26.- Expresión basal de dos isoformas de CoxIV en cultivos de astrocitos procedentes 
de machos y hembras. A.- Niveles de CoxIV1. B.- Niveles de CoxIV2. El número de 
experimentos se indica dentro de cada barra. No se observaron diferencias significativas (t-
Student, p indicada sobre la barra del grupo “macho control”). Los datos aparecen 






























































































































































Figura 27.- Expresión basal de genes relacionados con la morfología mitocondrial en cultivos 
de astrocitos procedentes de machos y hembras. A.- Niveles de Mfn1. B.- Niveles de Mfn2. C.- 
Niveles de Fis1. D.- Niveles de Drp1. El número de experimentos se indica dentro de cada 
barra. Se observó un aumento significativo de la expresión de Mfn1 en cultivos procedentes de 
machos (t-Student, p indicada sobre la barra del grupo “macho control”, ** p<0.01 vs. hembra 
control). Los datos aparecen representados como la media ±SEM. 
 
1.1.7.- Marcadores de proliferación y apoptosis. 
Analizamos la expresión del antígeno nuclear de células en proliferación 
(Pcna), la proteína de linfoma de célula B 2 (Bcl2) y la proteína X asociada a Bcl2 
(Bax)  
No se detectaron diferencias al comparar los niveles de expresión basales de 
Pcna, Bcl2 y Bax en cultivos primarios de astrocitos procedentes de animales macho y 
hembra (Fig. 28). 
 
1.1.8.- Ratio Drp1/Fis1, Pcna/Bax y Bcl2/Bax.  
Con la finalidad de describir eventos de proliferación y apoptosis en los cultivos 
estudiados, calculamos las ratios entre Drp1/Fis1, Pcna/Bax y Bcl2/Bax. En todas 
ellas, un valor mayor que 1 (es decir, una expresión relativa mayor de Drp1, Pcna y 
Bcl2 que de sus compañeros Fis1 y Bax), indicaría una tendencia del cultivo hacia la 
proliferación y supervivencia, mientras que una relación menor que 1 (con mayores 




No se detectaron diferencias al comparar las ratio pro-mitosis/pro-apoptosis en 



















































































































Figura 28.- Expresión basal de marcadores de proliferación y apoptosis en cultivos de 
astrocitos procedentes de machos y hembras. A.- Niveles Pcna. B.- Niveles de Bcl2. C.- 
Niveles de Bax. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. No se observaron 
diferencias significativas (t-Student, p indicada sobre la barra del grupo “macho control”). Los 




























































































Figura 29.- Ratio de expresión de genes promitóticos o antiapoptóticos con genes 
proapoptóticos en cultivos procedentes de machos y hembras. A.- Ratio Drp1/Fis1. B.- Ratio 
Pcna/Bax. C.- Ratio Bcl2/Bax. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. La 
línea punteada marca el valor de ratio=1. No se observaron diferencias significativas (t-Student, 
p indicada sobre la barra del grupo “macho control”). Los datos aparecen representados como 
la media ±SEM. 
 
1.1.9.- Resumen de los resultados. 
En condiciones basales, no se encontraron diferencias sexuales en la 
expresión de los marcadores estudiados con dos excepciones: ERβ, en el que los 
niveles de expresión fueron mayores en cultivos procedentes de astrocitos hembra, y 







1.2.- EFECTO DEL LPS EN CULTIVOS DE ASTROCITOS PROCEDENTES 
DE MACHOS Y HEMBRAS 
 
A continuación, nos propusimos analizar los posibles efectos que pudiera tener 
el LPS, y si dichos efectos presentaban dimorfismo sexual. Para ello, se administró a 
los cultivos de astrocitos macho y hembra LPS durante 5h y posteriormente se 
analizaron los niveles de expresión de los distintos marcadores estudiados por RT-
PCR. 
 
1.2.1.-Efecto del LPS sobre marcadores relacionados con inflamación. 
En todos  los casos, el LPS produjo una inducción significativa en los niveles 
de expresión de los cuatro marcadores. Sin embargo, dicha inducción fue 
significativamente mayor en machos que en hembras en el caso de las tres citoquinas, 
mientras que fue significativamente mayor en hembras en el caso de la quemoquina, 










































































































































Figura 30.- Expresión de genes relacionados con inflamación tras exposición a LPS en cultivos 
de astrocitos procedentes de machos y hembras. A.- Niveles de IL6. B.- Niveles de IP10. C.- 
Niveles de TNFα. D.- Niveles de IL1β. El número de experimentos se indica dentro de cada 
barra. La línea roja indica los niveles control (cultivos sin tratar). El LPS produjo un aumento 
significativo de la expresión de todos los genes estudiados. La expresión de IL6, TNFα e IL1β 
fue significativamente mayor en cultivos de machos tratados con LPS que en los de hembras 
tratadas. Los niveles de IP10 fueron significativamente mayores en cultivos de hembras que en 
cultivos de machos tras el tratamiento con LPS (ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, 
+ p<0.05, +++ p<0.001 vs. cultivos sin tratar; ** p<0.01, *** p<0.001 vs. hembra LPS). Los datos 




1.2.2.- Efecto del LPS sobre marcadores relacionados con la transducción de la 
señal inflamatoria. 
Los niveles de expresión del receptor TLR4 no sufrieron cambios al administrar 































Figura 31.- Expresión TLR4 en cultivos de astrocitos procedentes de machos y hembras tras 
exposición a LPS. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. La línea roja 
indica los niveles control (cultivos sin tratar). No se observaron diferencias significativas 
(ANOVA de una vía). Los datos aparecen representados como la media ±SEM. 
 
1.2.3.- Efecto del LPS sobre marcadores relacionados con la esteroidogénesis. 
No se observaron diferencias en los niveles de expresión del translocador de 
colesterol StAR tras administración de LPS. Sin embargo, en cultivos procedentes de 
hembras, el LPS indujo una sobreexpresión de TSPO dando lugar a una situación 
significativamente distinta en cultivos procedentes de ambos sexos tras el estímulo 
inflamatorio. Asimismo, se observaron diferencias sexuales tras dicho estímulo en la 
expresión de aromatasa: tras la exposición a LPS los niveles resultaron 


































































































Figura 32.- Expresión de genes relacionados con la esteroidogénesis en cultivos de astrocitos 
procedentes de machos y hembras tras exposición a LPS. A.- Niveles de StAR. B.- Niveles de 
TSPO. C.- Niveles de aromatasa. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. 
La línea roja indica los niveles control (cultivos sin tratar). La expresión de TSPO aumentó 
significativamente en cultivos de hembras tratados con LPS. Los niveles de expresión de TSPO 
resultaron significativamente menores y los de aromatasa significativamente mayores en 
cultivos de machos  que en los de hembras tras exposición a LPS (ANOVA de una vía con test 
post hoc de Tukey, ++ p<0.01 vs. control; * p<0.05, ** p<0.01 vs. hembra LPS). Los datos 
aparecen representados como la media ±SEM.  
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1.2.4.- Efecto del LPS sobre marcadores relacionados con la señal estrogénica. 
En cultivos procedentes de hembras, el LPS tuvo un efecto análogo en la 
expresión de ambos receptores, disminuyendo significativamente sus niveles. En el 
caso de machos, el LPS no afectó a la expresión de ERα mientras que aumentó 
significativamente los niveles de expresión de ERβ, dando lugar asimismo a una 
diferencia sexual en los niveles de ERβ tras exposición a LPS (Fig. 33). 
 
1.2.5.- Efecto del LPS sobre marcadores relacionados con la función 
mitocondrial.  
No se observo ningún efecto del LPS en ninguno de los sexos para las dos 
isoformas de CoxIV estudiadas (Fig. 34). 
 
1.2.6.- Efecto del LPS sobre marcadores relacionados con la morfología 
mitocondrial. 
No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresión de los 
genes relacionados con fisión, Fis1 y Drp1, ni con uno de los genes relacionados con 
fusión, Mfn2. Sin embargo, los niveles de expresión de Mfn1 en machos tras 
exposición a LPS disminuyeron significativamente mientras que no cambiaron en 
hembras, dando lugar a una diferencia sexual significativa en este marcador tras el 


































































Figura 33.- Expresión de los receptores de estrógeno α y β en cultivos de astrocitos 
procedentes de machos y hembras tras exposición a LPS. A.- Niveles de ERα. B.- Niveles de 
ERβ. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. La línea roja indica los niveles 
control (cultivos sin tratar). La expresión de ambos receptores disminuyó significativamente en 
cultivos de hembras tratados con LPS. Los niveles de expresión de ERβ aumentaron 
significativamente en cultivos de machos tratados con LPS, resultando significativamente 
mayores que en cultivos de hembras tratadas (ANOVA de una vía con test post hoc de Tukey, 
+ p<0.05, ++ p<0.01 vs. control; *** p<0.001 vs. hembra LPS). Los datos aparecen 







































































Figura 34.- Expresión de dos isoformas de CoxIV en cultivos de astrocitos procedentes de 
machos y hembras tras exposición a LPS. A.- Niveles de CoxIV1. B.- Niveles de CoxIV2. El 
número de experimentos se indica dentro de cada barra. La línea roja indica los niveles control 
(cultivos sin tratar). No se observaron diferencias significativas (ANOVA de una vía). Los datos 





































































































































Figura 35.- Expresión de genes relacionados con la morfología mitocondrial en cultivos de 
astrocitos procedentes de machos y hembras tras exposición a LPS. A.- Niveles de Mfn1. B.- 
Niveles de Mfn2. C.- Niveles de Fis1. D.- Niveles de Drp1. El número de experimentos se indica 
dentro de cada barra. La línea roja indica los niveles control (cultivos sin tratar). Los niveles de 
expresión de Mfn1 disminuyeron significativamente en cultivos de machos tratados con LPS, 
resultando significativamente menores que los de cultivos de hembras con el mismo  
tratamiento (ANOVA de una vía con test post hoc de Tukey, + p<0.05 vs. control, *** p<0.001 




1.2.7.- Efecto del LPS sobre marcadores de proliferación y apoptosis.  
No se observaron diferencias significativas ni respecto a sus controles ni entre 
los dos sexos estudiados en ninguno de los tres marcadores como resultado de la 




























































































Figura 36.- Expresión de marcadores de proliferación y apoptosis en cultivos de astrocitos 
procedentes de machos y hembras tras exposición a LPS. A.- Niveles Pcna. B.- Niveles de 
Bcl2. C.- Niveles de Bax. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. No se 
observaron diferencias significativas (ANOVA de una vía). Los datos aparecen representados 
como la media ±SEM. 
 
1.2.8.- Efecto del LPS sobre la ratio Drp1/Fis1, Pcna/Bax y Bcl2/Bax.   
No se observaron diferencias significativas en las ratio pro-mitosis/pro-
apoptosis entre cultivos procedentes de machos y hembras tratados y sin tratar con 



















































































































Figura 37.- Ratio de expresión de genes promitóticos o antiapoptóticos con genes 
proapoptóticos en cultivos procedentes de machos y hembras tras exposición a LPS. A.- Ratio 
Drp1/Fis1. B.- Ratio Pcna/Bax. C.- Ratio Bcl2/Bax. El número de experimentos se indica dentro 
de cada barra. La línea punteada indica un valor de ratio=1. No se observaron diferencias 
significativas (ANOVA de una vía). Los datos aparecen representados como la media ±SEM. 
 
1.2.9.- Resumen de los resultados. 
Tras la exposición a LPS se revelaron diferencias sexuales en los cuatro 
marcadores relacionados con inflamación, resultando mayor la inducción producida en 
machos en las citoquinas y mayor en hembras en la quemoquina. Igualmente, el LPS 
afectó a los niveles de TSPO, aumentándolos en hembras, y a los de aromatasa, 
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aumentándolos en machos. En cuanto a los receptores de estrógeno, el LPS indujo 
una disminución significativa de la expresión de ambos receptores en hembras y un 
aumento significativo en la expresión de ERβ en machos. En cuanto a los marcadores 
relacionados con la mitocondria y con supervivencia y apoptosis, no se observaron 
efectos del LPS con la excepción de la mitofusina 1, cuya expresión se encuentra 
disminuida en machos tras exposición a LPS. 
 
2.- EFECTO DEL PROPIONATO DE TESTOSTERONA SOBRE LA 
RESPUESTA AL LPS DE CULTIVOS ASTROCITARIOS CORTICALES 
PROCEDENTES DE HEMBRAS 
 
Una vez establecidas diferencias sexuales en la respuesta de los astrocitos 
procedentes de machos y hembras al LPS, y conocido el distinto estado hormonal de 
las crías en el momento de la realización del cultivo, nos propusimos mimetizar el 
estado hormonal masculino en hembras mediante la inyección de propionato de 
testosterona (PT) en las crías el día del nacimiento, y analizar posteriormente en 
cultivos realizados a partir de estas crías los mismos marcadores estudiados 
anteriormente. 
 
2.1.- EFECTO DEL PROPIONATO DE TESTOSTERONA ADMINISTRADO IN 
VIVO SOBRE CULTIVOS PRIMARIOS DE ASTROCITOS CORTICALES 
FEMENINOS 
 
En primer lugar, analizamos el efecto que pudiera tener el PT per se en los 
distintos marcadores estudiados. 
 
2.1.1.- Efecto del PT sobre marcadores relacionados con inflamación.  
No se observaron diferencias significativas entre los niveles de expresión de 
ninguno de los cuatro marcadores al comparar hembras control (inyectadas in vivo con 
vehículo) y hembras tratadas con PT (Fig. 38). 
 
2.1.2.- Efecto del PT sobre marcadores relacionados con la transducción de la 
señal inflamatoria.  
En los cultivos de hembras tratadas con PT se observó un ligero aumento en 
los niveles de expresión de TLR4 en comparación con las hembras tratadas con 









































































































































Figura 38.- Expresión basal de genes relacionados con inflamación en cultivos de astrocitos 
procedentes de hembras control y tratadas con PT. A.- Niveles de IL6. B.- Niveles de IP10. C.- 
Niveles de TNFα. D.- Niveles de IL1β. El número de experimentos se indica dentro de cada 
barra. No se observaron diferencias significativas (t-Student, p indicada sobre la barra del 











































Figura 39.- Expresión basal de TLR4 en cultivos de astrocitos procedentes de hembras control 
y tratadas con PT. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. No se 
observaron diferencias significativas (t-Student, p indicada sobre la barra del grupo “Hembra-





2.1.3.- Efecto del PT sobre marcadores relacionados con la esteroidogénesis. 
El tratamiento con PT no produjo ningún cambio significativo en la expresión de 
aromatasa ni en la del translocador de colesterol StAR, pero indujo una 










































































































Figura 40.- Expresión basal de genes relacionados con la esteroidogénesis en cultivos de 
astrocitos procedentes de hembras control y tratadas con PT. A.- Niveles de StAR. B.- Niveles 
de TSPO. C.- Niveles de aromatasa. El número de experimentos se indica dentro de cada 
barra. La expresión de TSPO aumentó significativamente en el grupo tratado con PT (t-Student, 
p indicada sobre la barra del grupo “Hembra-PT”, ** p<0.01 vs. hembra control). Los datos 
aparecen representados como la media ±SEM. 
 
2.1.4.- Efecto del PT sobre marcadores relacionados con la señal estrogénica.  
Se observó una sobreexpresión significativa de ERα en los cultivos 







































































Figura 41.- Expresión basal de los receptores de estrógeno α y β en cultivos de astrocitos 
procedentes de hembras control y tratadas con PT. A.- Niveles de ERα. B.- Niveles de ERβ. El 
número de experimentos se indica dentro de cada barra. Se observó un aumento significativo 
de los niveles de ERα en cultivos de hembras tratadas con PT (t-Student, p indicada sobre la 
barra del grupo “Hembra-PT”, * p<0.05 vs. hembra control). Los datos aparecen representados 





2.1.5.- Efecto del PT sobre marcadores relacionados con la función 
mitocondrial. 
Tras analizar el efecto del PT sobre las dos isoformas de CoxIV, se observó 
una sobreexpresión significativa en el caso de la isoforma 1, mientras que no se 







































































Figura 42.- Expresión basal de dos isoformas de CoxIV en cultivos de astrocitos procedentes 
de hembras control y tratadas con PT. A.- Niveles de CoxIV1. B.- Niveles de CoxIV2. El número 
de experimentos se indica dentro de cada barra. Se observó un aumento significativo de los 
niveles de CoxIV1 en los cultivos de hembras tratadas con PT (t-Student, p indicada sobre la 
barra del grupo “Hembra-PT”, * p<0.05 vs. hembra control). Los datos aparecen representados 
como la media ±SEM. 
 
2.1.6.- Efecto del PT sobre marcadores relacionados con la morfología 
mitocondrial.  
No se observó ningún efecto significativo del PT en los cuatro marcadores 
estudiados, apareciendo una tendencia no significativa a la alza en la Mfn1, que 
mimetiza parcialmente la diferencia observada al comparar los cultivos procedentes de 
machos y hembras (Fig. 43). 
 
2.1.7.- Efecto del PT sobre marcadores de proliferación y apoptosis. 
Al igual que en los cultivos procedentes de machos y hembras, no se 
encontraron diferencias en la expresión de los tres marcadores escogidos al comparar 















































































































































Figura 43.- Expresión basal de genes relacionados con la morfología mitocondrial en cultivos 
de astrocitos procedentes de hembras control y tratadas con PT. A.- Niveles de Mfn1. B.- 
Niveles de Mfn2. C.- Niveles de Fis1. D.- Niveles de Drp1. El número de experimentos se indica 
dentro de cada barra. No se observaron diferencias significativas (t-Student, p indicada sobre la 








































































































Figura 44.- Expresión basal de marcadores de proliferación y apoptosis en cultivos de 
astrocitos procedentes de hembras control y tratadas con PT. A.- Niveles Pcna. B.- Niveles de 
Bcl2. C.- Niveles de Bax. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. No se 
observaron diferencias significativas (t-Student, p indicada sobre la barra del grupo “Hembra-







2.1.8.- Efecto del PT sobre la ratio Drp1/Fis1, Pcna/Bax y Bcl2/Bax. 
El tratamiento in vivo con PT no produjo ningún cambio significativo en las ratio 




















































































Figura 45.- Ratio de expresión de genes promitóticos o antiapoptóticos con genes 
proapoptóticos en cultivos procedentes de hembras control y tratadas con PT. A.- Ratio 
Drp1/Fis1. B.- Ratio Pcna/Bax. C.- Ratio Bcl2/Bax. El número de experimentos se indica dentro 
de cada barra. La línea punteada marca el valor de ratio=1. No se observaron diferencias 
significativas (t-Student, p indicada sobre la barra del grupo “Hembra-PT”). Los datos aparecen 
representados como la media ±SEM. 
 
2.1.9.-  Resumen de los resultados. 
A diferencia de la comparación de los niveles basales de expresión de los 
marcadores en cultivos procedentes de machos y hembras, donde sólo se encontraron 
diferencias significativas en la expresión de ERβ y Mfn1, el tratamiento con PT el día 
del nacimiento en hembras produjo diversos efectos. Por una parte, mimetizó 
parcialmente la diferencia observada en Mfn1, teniendo en este caso un efecto 
androgenizante. Además, produjo la sobreexpresión de TSPO, ERα y CoxIV1 de forma 
significativa y sólo como tendencia en TLR4, StAR y ERβ. Estos efectos serían 
independientes del pico de testosterona perinatal que sufren los machos. En ningún 
caso el PT produjo una regulación negativa de la expresión de ningún gen. 
 
2.2.- EFECTO DEL PROPIONATO DE TESTOSTERONA ADMINISTRADO IN 
VIVO SOBRE LA RESPUESTA AL LPS DE CULTIVOS PRIMARIOS DE 
ASTROCITOS CORTICALES FEMENINOS 
 
A continuación, nos propusimos observar el efecto que pudiera tener el 
propionato de testosterona sobre la respuesta al LPS de los astrocitos procedentes de 
hembras, para determinar si las diferencias sexuales previamente observadas 
pudieran ser debidas al pico perinatal de testosterona en los machos. Para ello, se 
administró a los cultivos de astrocitos hembra (tanto control como inyectada con PT) 
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LPS durante 5h y posteriormente se analizaron los niveles de expresión de los 
distintos marcadores estudiados por RT-PCR. 
 
2.2.1.- Efecto del PT sobre la expresión de marcadores relacionados con 
inflamación en respuesta al LPS.  
En los cuatro marcadores estudiados el LPS produjo un incremento 
significativo de sus niveles de expresión. Además, dicha inducción fue 
significativamente mayor en hembras tratadas con PT que en hembras control en el 
caso de las tres citoquinas, mientras que fue significativamente mayor en hembras 
control en el caso de la quemoquina, IP10. En este caso, la inyección in vivo de PT da 
lugar a resultados análogos a los observados al comparar cultivos procedentes de 
machos y hembras. Por lo tanto, podríamos decir que en cuanto a los marcadores 
relacionados con inflamación, el tratamiento con PT da lugar a la androgenización del 
cultivo (Fig. 46). 
 
2.2.2.- Efecto del PT sobre la expresión de marcadores relacionados con la 
transducción de la señal inflamatoria en respuesta al LPS. 
El tratamiento con LPS de por sí no modifico significativamente los niveles de 
TLR4 ni en los cultivos de las hembras control ni en los de las hembras tratadas con 
PT. Sin embargo, cierta tendencia a la alza en los cultivos de hembra control que se 
invirtió en los cultivos de hembras PT dio lugar a una diferencia significativa en los 
niveles de TLR4 entre ambos grupos tras el tratamiento con LPS (Fig. 47). 
 
2.2.3.- Efecto del PT sobre la expresión de marcadores relacionados con la 
esteroidogénesis en respuesta al LPS. 
No se observaron diferencias significativas en la expresión de aromatasa en 
respuesta al LPS, ni en los cultivos de hembras control ni en los de las hembras 
tratadas con PT. Sin embargo, el LPS causó un aumento significativo de la expresión 
de StAR y TSPO en los cultivos de hembras inyectadas con vehículo, dando lugar a 
una diferencia significativa entre el grupo control y el grupo PT tras la administración 
de LPS. La diferencia observada en la expresión de TSPO resultó equivalente a la 
observada al comparar cultivos de machos y hembras tratados con LPS. Por el 
contrario, en el caso de StAR, la sobreexpresión causada en el grupo control por 
tratamiento con LPS no aparecía en los cultivos iniciales de hembras. Para este gen 
en concreto, aparece una diferencia relacionada con la administración del vehículo de 





































































































































































Figura 46.- Expresión de genes relacionados con inflamación tras exposición a LPS en cultivos 
de astrocitos procedentes de hembras control y tratadas con PT. A.- Niveles de IL6. B.- Niveles 
de IP10. C.- Niveles de TNFα. D.- Niveles de IL1β. El número de experimentos se indica dentro 
de cada barra. La línea roja indica los niveles control (cultivos sin tratar). El LPS produjo un 
aumento significativo de la expresión de todos los genes estudiados. La expresión de IL6, 
TNFα e IL1β fue significativamente mayor en cultivos de hembra-PT tratados con LPS que en 
los de hembra-vehículo. Los niveles de IP10 fueron significativamente mayores en cultivos de 
hembra-vehículo que en cultivos de hembra-PT tras el tratamiento con LPS (ANOVA de una vía 
con test post-hoc de Tukey, +++ p<0.001 vs. cultivos sin tratar; *** p<0.001 vs. Hembra-Veh 








































Figura 47.- Expresión TLR4 en cultivos de astrocitos procedentes de hembras control y 
tratadas con PT tras exposición a LPS. El número de experimentos se indica dentro de cada 
barra. La línea roja indica los niveles control (cultivos sin tratar). Se observó una diferencia 
significativa entre los cultivos de hembra-vehículo y hembra-PT tras el tratamiento con LPS 
(ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, ** p<0.01 vs. Hembra-Veh LPS). Los datos 



















































































































Figura 48.- Expresión de genes relacionados con la esteroidogénesis en cultivos de astrocitos 
procedentes de hembras control y tratadas con PT tras exposición a LPS. A.- Niveles de StAR. 
B.- Niveles de TSPO. C.- Niveles de aromatasa. El número de experimentos se indica dentro 
de cada barra. La línea roja indica los niveles control (cultivos sin tratar). La expresión de StAR 
y TSPO aumentó significativamente en cultivos de hembra-vehículo tratados con LPS. Los 
niveles de expresión de TSPO y StAR resultaron significativamente menores en cultivos de 
hembra-PT  que en los de hembra-vehículo tras exposición a LPS (ANOVA de una vía con test 
post-hoc de Tukey, +++ p<0.001 vs. control; *** p<0.001 vs. Hembra-Veh LPS). Los datos 
aparecen representados como la media ±SEM. 
 
2.2.4.- Efecto del PT sobre la expresión de marcadores relacionados con la 
señal estrogénica en respuesta al LPS. 
En lo que respecta a los receptores de estrógeno, se observó un aumento de la 
expresión de ERβ en los cultivos de las hembras inyectadas con aceite tras el 
tratamiento con LPS. También se detectó una diferencia significativa para ambos 
receptores entre los cultivos tratados con LPS procedentes de hembras control y de 












































































Figura 49.- Expresión de los receptores de estrógeno α y β en cultivos de astrocitos 
procedentes de hembras control y tratadas con PT tras exposición a LPS. A.- Niveles de ERα. 
B.- Niveles de ERβ. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. La línea roja 
indica los niveles control (cultivos sin tratar). La expresión de ERβ aumentó significativamente 
en cultivos de hembra-PT tratados con LPS. Se observó una diferencia significativa en la 
expresión de ambos receptores entre cultivos de hembra-vehículo y hembra-PT tras el 
tratamiento con LPS (ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, +++ p<0.001 vs. control; 





2.2.5.- Efecto del PT sobre la expresión de marcadores relacionados con la 
función mitocondrial en respuesta al LPS. 
Se detectó una disminución significativa de los niveles de expresión de CoxIV1 
en el grupo PT tras administración de LPS. Esta disminución no dio lugar a una 
diferencia significativa entre el grupo control y el grupo PT post-LPS. No se detectaron 
cambios en CoxIV2 (Fig. 50). 
 
2.2.6.- Efecto del PT sobre la expresión de marcadores relacionados con la 
morfología mitocondrial en respuesta al LPS. 
No se observaron diferencias en los niveles de expresión de Mfn1, Fis1 y Drp1. 
Sin embargo, se produjo una disminución no significativa de los niveles de Mfn2 tras 
administración de LPS en los cultivos procedentes de hembras control que reveló una 
diferencia post-LPS entre ambos grupos analizados (Fig. 51). 
 
2.2.7.- Efecto del PT sobre la expresión de marcadores de proliferación y 
apoptosis en respuesta al LPS. 
El tratamiento con LPS aplicado en cultivos procedentes de hembras tratadas 
con PT produjo un aumento significativo de la expresión de Pcna. En el caso de Bcl2, 
se produjo un descenso no significativo de expresión en el grupo control que dio lugar 
a una diferencia significativa entre ambos grupos tras exposición a LPS. No se 












































































Figura 50.- Expresión de dos isoformas de CoxIV en cultivos de astrocitos procedentes de 
hembras control y tratadas con PT tras exposición a LPS. A.- Niveles de CoxIV1. B.- Niveles de 
CoxIV2. El número de experimentos se indica dentro de cada barra. La línea roja indica los 
niveles control (cultivos sin tratar). Se observó una disminución significativa de la expresión de 
CoxIV1 en cultivos de hembra-PT tras administración de LPS (ANOVA de una vía con test 





















































































































































Figura 51.- Expresión de genes relacionados con la morfología mitocondrial en cultivos de 
astrocitos procedentes de hembras control y tratadas con PT tras exposición a LPS. A.- Niveles 
de Mfn1. B.- Niveles de Mfn2. C.- Niveles de Fis1. D.- Niveles de Drp1. El número de 
experimentos se indica dentro de cada barra. La línea roja indica los niveles control (cultivos sin 
tratar). Se observó una diferencia significativa en los niveles de expresión de Mfn2 entre los 
cultivos de hembra-vehículo y hembra-PT tras el tratamiento con LPS (ANOVA de una vía con 
test post-hoc de Tukey, *** p<0.001 vs. Hembra-Veh LPS). Los datos aparecen representados 










































































































Figura 52.- Expresión de marcadores de proliferación y apoptosis en cultivos de astrocitos 
procedentes de hembras control y tratadas con PT tras exposición a LPS. A.- Niveles Pcna. B.- 
Niveles de Bcl2. C.- Niveles de Bax. El número de experimentos se indica dentro de cada 
barra. Los niveles de ARNm de Pcna aumentaron significativamente en cultivos de hembra-PT 
tras el tratamiento con LPS. Se observó una diferencia significativa entre los cultivos de 
hembra-vehículo y de hembra-PT tras el tratamiento con LPS (ANOVA de una vía con test 
post-hoc de Tukey, ++ p<0.01 vs. control, * p<0.05 vs. Hembra-Veh LPS). Los datos aparecen 






2.2.8.- Efecto del PT sobre el ratio Drp1/Fis1, Pcna/Bax y Bcl2/Bax en 
respuesta al LPS. 
El tratamiento in vitro con LPS tras la aplicación in vivo de PT no produjo 


















































































































Figura 53.- Ratio de expresión de genes promitóticos o antiapoptóticos con genes 
proapoptóticos en cultivos procedentes de hembras control y tratadas con PT tras exposición a 
LPS. A.- Ratio Drp1/Fis1. B.- Ratio Pcna/Bax. C.- Ratio Bcl2/Bax. El número de experimentos 
se indica dentro de cada barra. La línea punteada indica un valor de ratio=1. No se observaron 
diferencias significativas (ANOVA de una vía). Los datos aparecen representados como la 
media ±SEM. 
 
2.2.9.- Resumen de los resultados. 
La administración in vitro de LPS a cultivos procedentes de hembras 
inyectadas con vehículo o propionato de testosterona modificó significativamente la 
expresión de varios de los genes estudiados, revelando en algunos casos diferencias 
entre ambos grupos paralelas a las observadas entre cultivos procedentes de machos 
y hembras expuestos a LPS. Así ocurrió con los marcadores relacionados con 
inflamación, en los que se observó una sobreexpresión en todos los casos, pero 
significativamente mayor en el grupo PT que en el grupo control para las citoquinas, 
mientras que fue significativamente menor en el grupo PT para la quemoquina. 
Igualmente, se produjo un aumento de la expresión de TSPO tras la administración de 
LPS en el grupo control dando lugar a una diferencia post-LPS entre ambos grupos. 
 
También se detectaron diferencias que no se correspondían con las detectadas 
entre los cultivos de machos y hembras. En algunos casos, se observaron diferencias 
en el efecto del LPS en los cultivos de las hembras tratadas con vehículo que no se 
detectaron en cultivos procedentes de hembras sin inyectar, como fue el caso de StAR 
y ERβ, sobreexpresados en los cultivos de hembras inyectadas con vehículo tras 
exposición a LPS. Asimismo, se detectaron cambios en el grupo PT que no aparecían 
en machos, es decir, que el PT ejerció algún efecto no relacionado con el pico natural 
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de testosterona que sufren los machos perinatalmente. Esto ocurrió en el caso de 
CoxIV1 y TLR4, cuya expresión disminuyó, y de Pcna, cuya expresión aumentó, tras 
exposición a LPS. En otros de los genes estudiados, se reveló una diferencia entre 
ambos grupos tras la aplicación de LPS, debida a tendencias contrarias no 
significativas en cada grupo o a diferencias significativas en alguno de ellos. Esto 
sucedió para los genes StAR, ERα, ERβ, Mfn2 y Bcl2. 
 
Por otra parte, el tratamiento perinatal de las hembras con PT no consiguió 
mimetizar las diferencias observadas en los niveles de expresión de aromatasa y Mfn1 
entre cultivos de machos y hembras tras la exposición a LPS. 
 
3.- EFECTO DEL LIGANDO DE LA TSPO RO5-4864 SOBRE LA RESPUESTA 
AL LPS DE LOS ASTROCITOS CORTICALES 
 
Una vez detectadas ciertas diferencias sexuales en la respuesta de los 
astrocitos corticales al LPS y la posible intervención del translocador de colesterol 
TSPO, nos propusimos analizar el posible efecto sobre los marcadores inflamatorios 
estudiados de uno de sus ligandos, Ro5-4864, en solitario y administrado en 
combinación con LPS.  
Se analizaron por RT-PCR los niveles de IL6, IP10, TNFα e IL1β. El 
tratamiento con Ro5-4864 en solitario no dio lugar a cambios significativos en la 
expresión de ninguno de los genes estudiados ni en cultivos procedentes de machos 
ni de hembras. El tratamiento con LPS en solitario aumentó significativamente los 
niveles de todos los genes estudiados tanto en machos como en hembras. El 
tratamiento combinado con Ro5-4864 acompañado del estímulo inflamatorio no dio 
lugar a cambios significativos en los cultivos procedentes de hembras, pero disminuyó 
significativamente los niveles de IL6 en comparación con el tratamiento con LPS en 










































































































































































































































































Figura 54.- Efecto del Ro5-4874 sobre la respuesta al LPS de cultivos de astrocitos de machos 
y hembras por separado. Se analizaron los niveles de expresión de IL6 (A.- Cultivos de 
hembras, B.- Cultivos de machos), IP10 (C.- Cultivos de hembras, D.- Cultivos de machos), 
TNFα (E.- Cultivos de hembras, F.- Cultivos de machos) e IL1β (G.- Cultivos de hembras, H.- 
Cultivos de machos). N=3-4. El Ro5-4864 en solitario no afectó a la expresión de los 
marcadores estudiados. Los niveles de expresión de los 4 genes aumentaron 
significativamente con el tratamiento con LPS independientemente de su coadministración con 
Ro5-4864. El tratamiento combinado disminuyó significativamente la expresión de IL6 sólo en 
cultivos de machos (ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, * p<0.05, ** p<0.01, *** 
p<0.001 entre los grupos señalados). Los datos aparecen representados como la media ±SEM. 
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4.- EFECTO DE DISTINTOS COMPUESTOS ESTROGÉNICOS SOBRE LA 
RESPUESTA DE LOS ASTROCITOS CORTICALES AL LPS 
 
Sabido el efecto de ciertos compuestos estrogénicos en la expresión de 
marcadores relacionados con inflamación en cultivos de astrocitos mixtos (Cerciat et 
al, 2010) y dadas las diferencias sexuales observadas en la respuesta astrocitaria al 
LPS, nos planteamos estudiar qué efecto podría tener sobre dichos marcadores el 
tratamiento con distintos compuestos estrogénicos, a saber, el estradiol y dos SERMs, 
el tamoxifeno y el raloxifeno, en cultivos de astrocitos corticales sexualmente 
diferenciados. También estudiamos el efecto del letrozol, un inhibidor de la aromatasa 
y, por tanto, de la síntesis endógena de estradiol. Se analizaron los niveles de IL6, 
IP10, TNFα e IL1β en cultivos tratados con los distintos compuestos, con LPS o con 
una combinación de ambos. 
 
4.1.- EFECTO DEL ESTRADIOL SOBRE LA RESPUESTA DE LOS 
ASTROCITOS CORTICALES AL LPS 
 
4.1.1.- Efecto del estradiol en solitario. 
En primer lugar, analizamos el efecto del estradiol por sí solo sobre los cuatro 
marcadores en astrocitos procedentes de machos y hembras. Se observó un aumento 
significativo de la expresión de los cuatro marcadores tras el tratamiento con estradiol 
en cultivos procedentes de hembras, mientras que no tuvo efecto en machos (Fig. 55). 
 
4.1.2.- Efecto del estradiol sobre la respuesta de los astrocitos al LPS. 
A continuación, analizamos si el tratamiento combinado de estradiol con LPS 
modulaba la respuesta de los astrocitos al estímulo inflamatorio. No se observó ningún 
efecto significativo del estradiol sobre la respuesta al LPS, ni en los cultivos 
procedentes de hembras ni en los procedentes de machos (Fig. 56). 
 
4.2.- EFECTO DEL LETROZOL SOBRE LA RESPUESTA DE LOS 
ASTROCITOS CORTICALES AL LPS 
 
4.2.1.- Efecto del letrozol en solitario sobre cultivos de astrocitos de machos y 
hembras por separado. 
A continuación, analizamos el efecto del letrozol por sí solo sobre los cuatro 
marcadores en astrocitos procedentes de machos y hembras. Se observó un aumento 
significativo de la expresión de TNFα e IL1β en cultivos procedentes de hembras 
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dando lugar a una diferencia sexual significativa tras el tratamiento con letrozol sólo en 
el caso de TNFα. No se observó ninguna diferencia significativa en los niveles de 
expresión de IL6 e IP10 (Fig. 57). 
 
4.2.2.- Efecto del letrozol sobre la respuesta al LPS en cultivos de astrocitos de 
machos y hembras por separado. 
Asimismo, analizamos si el tratamiento combinado de letrozol con LPS 
modulaba la respuesta de los astrocitos al estímulo inflamatorio. En los cultivos 
procedentes de hembras, el letrozol no modificó en ningún caso los niveles de 
expresión de los marcadores estudiados al aplicarlo en combinación con el LPS. Sin 
embargo, en los cultivos de machos, el tratamiento combinado con letrozol y LPS dio 
lugar a una inducción significativamente menor de IL6 e IL1β que la alcanzada al tratar 
los cultivos con LPS en solitario. El letrozol no tuvo ningún efecto sobre los niveles de 






































































































































Figura 55.- Efecto del estradiol en cultivos de astrocitos de machos y hembras. Se analizaron 
los niveles de expresión de IL6 (A), IP10 (B), TNFα (C) e IL1β (D). El número de experimentos 
se indica dentro de cada barra.  La línea roja indica los niveles control (cultivos sin tratar). El 
estradiol aumentó significativamente la expresión de los cuatro genes en cultivos de hembras, 
mientras que no presentó ningún efecto significativo en machos (ANOVA de una vía con test 





































































































































































































































































































































Figura 56.- Efecto del estradiol sobre la respuesta al LPS de cultivos de astrocitos de machos y 
hembras. Se analizaron los niveles de expresión de IL6 (A.- Cultivos de hembras, B.- Cultivos 
de machos), IP10 (C.- Cultivos de hembras, D.- Cultivos de machos), TNFα (E.- Cultivos de 
hembras, F.- Cultivos de machos) e IL1β (G.- Cultivos de hembras, H.- Cultivos de machos). El 
número de experimentos se indica dentro de cada barra. Los niveles de expresión de los 4 
genes aumentaron significativamente con el tratamiento con LPS independientemente del tipo 
de cultivo y de su coadministración con estradiol salvo en el caso de la expresión de IL1β en 
cultivos de hembras. No se observaron diferencias significativas con el tratamiento combinado 
de LPS+estradiol (ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, * p<0.05, ** p<0.01, *** 


































































































































Figura 57.- Efecto del letrozol en cultivos de astrocitos de machos y hembras. Se analizaron los 
niveles de expresión de IL6 (A), IP10 (B), TNFα (C) e IL1β (D). El número de experimentos se 
indica dentro de cada barra.  La línea roja indica los niveles control (cultivos sin tratar). El 
letrozol aumentó significativamente la expresión de TNFα e IL1β en cultivos de hembras. Se 
observaron diferencias significativas entre ambos tipos de cultivo tras el tratamiento con letrozol 
en la expresión de TNFα (ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, significación indicada 
sobre cada barra para la comparación con el control sin tratar y en la línea para la comparación 
entre cultivos de machos y hembras tras el tratamiento, * p<0.05, **p<0.01). Los datos 





































































































































































































































































































































Figura 58.- Efecto del letrozol sobre la respuesta al LPS de cultivos de astrocitos de machos y 
hembras. Se analizaron los niveles de expresión de IL6 (A.- Cultivos de hembras, B.- Cultivos 
de machos), IP10 (C.- Cultivos de hembras, D.- Cultivos de machos), TNFα (E.- Cultivos de 
hembras, F.- Cultivos de machos) e IL1β (G.- Cultivos de hembras, H.- Cultivos de machos). El 
número de experimentos se indica dentro de cada barra. Los niveles de expresión de los 4 
genes aumentaron significativamente con el tratamiento con LPS independientemente del tipo 
de cultivo y de su coadministración con letrozol salvo en el caso de la expresión de IL1β en 
cultivos de hembras. El tratamiento combinado de LPS+letrozol disminuyó significativamente 
los niveles de IL6 e IL1β al compararlos con el tratamiento con LPS en solitario en cultivos de 
machos (ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. 
control, ^ p<0.05, ^^ p<0.01 vs. LPS). Los datos aparecen representados como la media ±SEM. 
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4.3.- EFECTO DEL TAMOXIFENO SOBRE LA RESPUESTA DE LOS 
ASTROCITOS CORTICALES AL LPS 
 
4.3.1.- Efecto del tamoxifeno en solitario. 
En primer lugar, analizamos el efecto del tamoxifeno por sí solo en astrocitos 
procedentes de machos y hembras. Se observó un aumento significativo de la 
expresión de IL6 y TNFα sólo en cultivos de hembras. Esto dio lugar a una diferencia 
significativa entre cultivos procedentes de ambos sexos tras el tratamiento con 
tamoxifeno, siendo significativamente mayor la expresión de ambos marcadores en los 
cultivos procedentes de hembras. No se observaron diferencias en la expresión de 
IP10 (Fig. 59). 
 
4.3.2.- Efecto del tamoxifeno sobre la respuesta de los astrocitos al LPS. 
A continuación, analizamos si el tratamiento combinado de tamoxifeno con LPS 
modulaba la respuesta de los astrocitos al estímulo inflamatorio. No se observó ningún 
efecto del tamoxifeno en el caso de cultivos procedentes de machos. En los cultivos 
procedentes de hembras, el tamoxifeno aumentó significativamente la inducción de IL6 
provocada por el LPS en su administración conjunta, sin alterar los niveles de 
expresión de IP10 y TNFα (Fig. 60). 
 
4.4.- EFECTO DEL RALOXIFENO SOBRE LA RESPUESTA DE LOS 
ASTROCITOS CORTICALES AL LPS 
 
4.4.1.- Efecto del raloxifeno en solitario. 
En primer lugar, analizamos el efecto del raloxifeno por sí solo en astrocitos 
procedentes de machos y hembras. No se observó ningún cambio significativo de la 
expresión de los marcadores analizados tras el tratamiento con raloxifeno (Fig. 61). 
 
4.4.2.- Efecto del raloxifeno sobre la respuesta de los astrocitos al LPS. 
A continuación, analizamos si el tratamiento combinado de raloxifeno con LPS 
modulaba la respuesta de los astrocitos al estímulo inflamatorio. En cultivos 
procedentes de hembras, el raloxifeno potenció el efecto inductor del LPS de forma 
significativa para la expresión de IL6 e IP10, sin afectar a los niveles de TNFα. En los 
cultivos procedentes de machos, el tratamiento combinado de raloxifeno con LPS da 
lugar a una inducción intermedia y no significativamente distinta ni del grupo control ni 







































































































Figura 59.- Efecto del tamoxifeno en cultivos de astrocitos de machos y hembras. Se analizaron 
los niveles de expresión de IL6 (A), IP10 (B) y TNFα (C). N=4.  La línea roja indica los niveles 
control (cultivos sin tratar). El tamoxifeno aumentó significativamente la expresión de los 3 
genes estudiados en cultivos de hembras. Se observaron diferencias significativas entre ambos 
tipos de cultivo tras el tratamiento con tamoxifeno en la expresión de IL6, IP10 y TNFα (ANOVA 
de una vía con test post-hoc de Tukey, significación indicada sobre cada barra para la 
comparación con el control sin tratar y en la línea para la comparación entre cultivos de machos 
y hembras tras el tratamiento, * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). Los datos aparecen 
































































































































































































































































Figura 60.- Efecto del tamoxifeno sobre la respuesta al LPS de cultivos de astrocitos de 
machos y hembras. Se analizaron los niveles de expresión de IL6 (A.- Cultivos de hembras, B.- 
Cultivos de machos), IP10 (C.- Cultivos de hembras, D.- Cultivos de machos) y TNFα (E.- 
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Cultivos de hembras, F.- Cultivos de machos). N=4. Los niveles de expresión de los 3 genes 
aumentaron significativamente con el tratamiento con LPS independientemente del tipo de 
cultivo y de su coadministración con tamoxifeno. El tratamiento combinado de LPS+tamoxifeno 
aumentó significativamente los niveles de IL6 al compararlos con el tratamiento con LPS en 
solitario en cultivos de hembras (ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, ** p<0.01, *** 




5.- EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DE LPS IN VIVO EN MACHOS, 
HEMBRAS Y HEMBRAS TRATADAS PERINATALMENTE CON PROPIONATO DE 
TESTOSTERONA 
 
Una vez observadas diferencias sexuales en la respuesta astrocitaria al LPS, 
nos planteamos analizar los mismos parámetros con un experimento in vivo. Para ello, 
ratones CD1 fueron inyectados s.c. el día del nacimiento con vehículo o PT. A los 29 
días se administró vehículo o LPS por vía intraperitoneal y tras 24 horas se analizó por 
RT-PCR la expresión de distintos genes. Además se analizaron los efectos sobre el 
peso corporal. 
 
5.1.- DIFERENCIAS SEXUALES EN EL PESO CORPORAL BASAL Y TRAS 
ADMINISTRACIÓN DE LPS EN RATÓN CD1 PREPUBERAL 
 
En primer lugar, y como control del efecto del LPS, tomamos los pesos de los 
animales. A los 29 días de edad, los ratones macho así como los ratones hembra que 
habían recibido PT el día del nacimiento presentaron un peso significativamente mayor 
que el de los ratones hembra control (Fig. 63 A). En los animales inyectados con el 
vehículo del LPS se pudo observar una ganancia de peso en los machos y en las 
hembras inyectadas con PT que no se dio en las hembras tratadas con vehículo. La 
ganancia de peso fue significativamente mayor en los machos que en las hembras 
inyectadas con vehículo (Fig. 63 B).  
 
Todos los grupos sufrieron una pérdida significativa de peso 24 horas después 
de la administración del LPS. Esta pérdida de peso fue significativamente más 
acusada en los machos y las hembras tratadas con PT que en las hembras tratadas 

































































































Figura 61.- Efecto del raloxifeno en cultivos de astrocitos de machos y hembras. Se analizaron 
los niveles de expresión de IL6 (A), IP10 (B) y TNFα (C). N=4.  La línea roja indica los niveles 
control (cultivos sin tratar). El raloxifeno no modificó significativamente la expresión de los 3 































































































































































































































































Figura 62.- Efecto del raloxifeno sobre la respuesta al LPS de cultivos de astrocitos de machos 
y hembras. Se analizaron los niveles de expresión de IL6 (A.- Cultivos de hembras, B.- Cultivos 
de machos), IP10 (C.- Cultivos de hembras, D.- Cultivos de machos) y TNFα (E.- Cultivos de 
hembras, F.- Cultivos de machos). N=4. Los niveles de expresión de los 3 genes aumentaron 
significativamente en ambos tipos de cultivo con el tratamiento con LPS. El tratamiento 
combinado de LPS+raloxifeno aumentó significativamente los niveles de IL6 e IP10 al 
compararlos con el tratamiento con LPS en solitario en cultivos de hembras (ANOVA de una 
vía con test post-hoc de Tukey, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. control, ^ p<0.05, ^^^ p<0.001 vs. 



















































Figura 63.- Peso corporal inicial (A) y ganancia de peso tras el tratamiento con LPS (B) en 
ratones CD1 prepuberales machos, hembras y hembras tratadas con PT el día del nacimiento. 
El número de animales por grupo aparece indicado dentro de cada barra. El peso corporal 
inicial resultó significativamente mayor en machos y hembras tratadas con PT. La ganancia de 
peso fue significativamente mayor en machos que en hembras sin tratar. Todos los grupos 
sufrieron una pérdida significativa de peso tras el tratamiento con LPS. Dicha pérdida de peso 
fue significativamente mayor en machos y hembras tratadas con PT que en hembras sin tratar. 
Análisis: ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey (A) o ANOVA de dos vías con test 
post-hoc de Bonferroni (B). Los datos aparecen representados como la media ±SEM. 
 
5.2.- DIFERENCIAS SEXUALES Y EFECTO DEL PT EN LA RESPUESTA AL 
LPS DE RATONES CD1 PREPUBERALES 
 
Una vez controlada la efectividad del LPS y la existencia de diferencias 
sexuales en la respuesta al estímulo inflamatorio, tomando como parámetro el peso 
corporal, pasamos a analizar algunos de los genes que habían mostrado diferencias 
sexuales en su respuesta al LPS en los cultivos primarios de astrocitos corticales. 
 
5.2.1.- Niveles basales. 
En primer lugar, se asesoraron los niveles de expresión basal de los distintos 
genes analizados en ratones machos, hembras y hembras tratadas con PT. 
 
En lo que respecta a los marcadores relacionados con inflamación, no se 
detectaron diferencias significativas en los niveles de expresión de IL6, IP10, TNFα e 
IL1β. Tampoco se detectaron diferencias en el translocador de colesterol StAR, 
mientras que los niveles basales de TSPO resultaron significativamente mayores en 
animales macho que en los dos grupos de animales hembra. No se observaron 





5.2.2.- Efecto del LPS. 
A continuación, se analizaron los niveles de expresión de IL6, IP10, TNFα, 
IL1β, StAR, TSPO, ERα y ERβ en ratones machos, hembras y hembras tratadas con 
PT tras 24 horas de exposición a LPS (Fig. 65). 
 
El único marcador relacionado con inflamación cuya expresión no se modificó 
significativamente en ningún grupo tras el tratamiento con LPS fue la IL6. El LPS 
indujo un incremento significativo en los niveles de IP10 y TNFα en el grupo de 
hembras control, mientras que los otros dos grupos experimentales no sufrieron 
cambios. En cuanto a la IL1β, se pudo observar un incremento de la expresión tras la 
administración de LPS en el grupo de machos. Además, se observaron diferencias 
entre los grupos tras la exposición a LPS en los tres marcadores: la sobreexpresión de 
IP10 fue significativamente mayor en hembras control que en los demás grupos, la de 
TNFα mayor en hembras control que en machos y la de IL1β mayor en machos que en 
ambos grupos de hembras. (Fig. 65 A-D). 
 
En cuanto a los niveles de expresión de los transportadores de colesterol, el 
LPS no produjo cambios significativos en la expresión de StAR en ningún grupo. Por el 
contrario, el LPS aumentó significativamente los niveles de TSPO en las hembras 
tratadas con vehículo, pero no en los machos y en las hembras tratadas con PT. No se 
observaron diferencias significativas en los niveles de expresión de TSPO entre los 
distintos grupos tras la exposición a LPS (Fig. 65 E-F). 
 
Los receptores de estrógeno no sufrieron cambios significativos en su 
expresión tras la administración de LPS. Sin embargo, las tendencias a la baja en los 
machos dieron lugar a una diferencia significativa entre los grupos, resultando la 
expresión post-LPS de ERα significativamente mayor en el grupo de hembras control 








































































































































































































































































































Figura 64.- Expresión basal de IL6 (A), IP10 (B), TNFα (C), IL1β (D), StAR (E), TSPO (F), ERα 
(G) y ERβ (H) en ratones CD1 prepuberales machos, hembras y hembras tratadas con PT. El 
número de experimentos aparece indicado en cada barra. La expresión de TSPO resultó 
significativamente mayor en machos que en los dos grupos de hembras (ANOVA de una vía 
con test post-hoc de Tukey, * p<0.05, ** p<0.01 entre los grupos señalados). Los datos 


















































































































































































































































































































































Figura 65.- Expresión de IL6 (A), IP10 (B), TNFα (C), IL1β (D), StAR (E), TSPO (F), ERα (G) y 
ERβ (H) en ratones CD1 prepuberales machos, hembras y hembras tratadas con PT tras 
exposición a LPS. El número de experimentos aparece indicado en cada barra. Tras la 
exposición a LPS, aumentaron significativamente los niveles de IP10, TNFα y TSPO en 
hembras control y de IL1β en machos. Tras el tratamiento con LPS, la expresión fue 
significativamente mayor en hembras control que en machos y hembras PT para IP10, en 
hembras control que en machos para TNFα, en machos que en ambos grupos de hembras 
para IL1β y los de hembras control que los de machos para ERα (ANOVA de dos vías con test 
post-hoc de Bonferroni, * p<0.05, **p<0,01 vs. control, ^ p<0,05, ^^^ p<0,001 vs. Hembra-Veh 




6.- EFECTO DE LOS SERMS SOBRE LA REACTIVIDAD MICROGLIAL EN 
UN MODELO IN VIVO DE INFLAMACIÓN PERIFÉRICA 
 
En este experimento, nos centramos en la respuesta de otro tipo de célula glial, 
la microglía, a la administración de LPS así como al efecto que sobre dicha respuesta 
pudieran tener una batería de SERMs. Por la interacción de los SERMs con los 
receptores de estrógeno y para evitar efectos de las hormonas circulantes que 
pudieran alterar las acciones específicas de los compuestos analizados, las ratas 
hembras Wistar empleadas en este experimento fueron castradas.  
 
6.1.- EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN EN SOLITARIO DE SERMs SOBRE 
LA REACTIVIDAD MICROGLIAL 
 
En primer lugar, analizamos el posible efecto que pudieran tener los SERMs 
per se sobre el número de células de microglía reactivas, es decir, de células positivas 
para MHC-II, en cerebelo de rata. Se realizaron recuentos en la sustancia blanca 
central del cerebelo mediante el método del disector óptico. Las observaciones 
cualitativas de las preparaciones mostraron un reducido número de células 
inmunorreactivas en el grupo control, inyectado con vehículo (Fig. 66, A-B), y en varios 
de los grupos tratados con SERMs. Por el contrario, las preparaciones de animales 
inyectados con otros de los SERMs presentaron mayor número de células 
inmunorreactivas (Fig. 66, M-N, Q-R, W-X). En los recuentos, se observó un aumento 
significativo en el número de células inmunorreactivas para MHC-II tras la 
administración de tres de los ocho SERMs empleados: fispemifeno, HM-280 y HM-282 
(Fig. 67). Dichos SERMs tendrían, por tanto, un efecto proinflamatorio al ser 
administrados en condiciones basales. 
 
6.2.- EFECTO DE LOS SERMS SOBRE LA REACTIVIDAD MICROGLIAL 
TRAS UN ESTÍMULO INFLAMATORIO 
 
A continuación, medimos el efecto del LPS sobre el número de células de 
microglía reactivas, y el efecto que sobre dicha respuesta microglial pudieran tener los 
distintos SERMs analizados. La observación de las preparaciones mostró un 
incremento del número de células de microglía reactivas tras el tratamiento con LPS. 
Dichas células mostraban una morfología claramente más reactiva, con somas de 
mayor tamaño y prolongaciones más finas y retraídas (Fig. 66, C-D). Dicho cambio en 
el número y la morfología microglial se vio contrarrestado con el tratamiento 
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combinado con algunos de los SERMs mientras que otros no tuvieron ningún efecto 
(Fig. 66, E-L, O-P, S-V, Y-Z).  En los recuentos se observó un aumento significativo de 
la reactividad microglial al tratar con LPS. Dicho efecto no fue revertido por los SERMs 
ospemifeno, HM-280, HM-281 y HM-282. Sin embargo, el tratamiento combinado de 
LPS con tamoxifeno, raloxifeno, fispemifeno o bazedoxifeno dio lugar a una 
disminución significativa del número de células inmunorreactivas para MHC-II al 
compararlo con el tratamiento con LPS en solitario y dando lugar a niveles control (Fig. 
68). Por lo tanto, estos SERMs presentan actividad antiinflamatoria tras la 















Figura 66.- Imágenes representativas de la sustancia blanca central del cerebelo de ratas 
hembra ovariectomizadas tratadas con SERMs y LPS y marcadas con un anticuerpo para 
MHC-II. Cada fila de imágenes representa un tratamiento diferente. Las imágenes en la 
columna izquierda fueron tomadas con el objetivo de 20x, las de la columna derecha con el 
objetivo de 40x. La barra de escala se corresponde con 30 µm (en las imágenes Y y Z). 
 
A,B vehículo; C,D LPS; E,F Tamoxifeno y LPS; G,H Raloxifeno y LPS; I,J Ospemifeno y LPS; 
K,L Fispemifeno y LPS; M,N Fispemifeno y Veh; O,P HM-280 y LPS; Q,R HM-280 y Veh; S,T 



















































Figura 67.- Número de células inmunorreactivas para MHC-II por mm3 en sustancia blanca 
central del cerebelo de ratas hembra ovariectomizadas tras el tratamiento con diferentes 
SERMs. El número de animales por grupo aparece indicado dentro de cada barra. Se observó 
un aumento significativo del número de células de microglía reactivas tras el tratamiento con 
fispemifeno, HM-280 y HM-282. Análisis mediante ANOVA de una vía con test post-hoc de 













































































Figura 68.- Número de células inmunorreactivas para MHC-II por mm3 en sustancia blanca 
central del cerebelo de ratas hembra ovariectomizadas tras el tratamiento con LPS en solitario 
o combinado con diferentes SERMs. El número de animales por grupo aparece indicado dentro 
de cada barra. Se observó un aumento significativo del número de células de microglía 
reactivas tras el tratamiento con LPS. Este aumento de reactividad microglial sólo fue reducido 
significativamente con el tratamiento combinado de LPS con tamoxifeno, raloxifeno, 
fispemifeno y bazedoxifeno. Análisis mediante ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, * 
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. Vehículo, ++ p<0,01, +++ p<0,001 vs. Vehículo+LPS. Los 





7.- EFECTO DEL TIEMPO DE OVARIECTOMÍA, EL ESTRADIOL Y LOS 
SERMS SOBRE LA REACTIVIDAD GLIAL TRAS LESIÓN CEREBRAL PENETRANTE 
EN RATA  
 
Para determinar el efecto del estradiol y dos de los SERMs, tamoxifeno y 
raloxifeno, en otro modelo experimental que cursara con inflamación, diseñamos un 
estudio sobre el efecto de dichos compuestos y el tiempo desde la ovariectomía tras 
lesión cerebral penetrante. Se analizó el número de células de astroglía reactiva en 
animales jóvenes tras ovariectomía reciente, animales de mediana edad tras 
ovariectomía reciente y animales viejos recientemente ovariectomizados o tras un 
largo periodo desde la ovariectomía. Asimismo, se analizó la reactividad microglial 
mediante el análisis de la fracción de volumen de material inmunorreactivo para MHC-
II en los grupos de animales jóvenes y viejos. 
La lesión, que se extendió a través de la corteza frontoparietal y el cuerpo 
calloso atravesando las regiones CA1 y CA3-4 del hipocampo, provocó una gliosis 
reactiva, con hipertrofia progresiva de los astrocitos y la microglía. Dicha gliosis 
culminó alrededor del día 7º dando lugar a la cicatriz glial, que se extendía 
aproximadamente unas 500 μm desde el margen de la lesión. 
El fenotipo observado de los distintos tipos celulares cambió a lo largo de la 
cicatriz glial. Los astrocitos mostraron un fenotipo más reactivo y fibroso en la zona 
cercana a la lesión (Fig. 69 A). Además, en el borde de la herida y disminuyendo al 
aumentar la distancia al mismo, se encontró microglía con morfología ameboide 
inmunorreactiva para MHC-II junto con macrófagos extravasados, más redondeados 
(Fig. 69 B). 
 
 
Figura 69.- Imágenes representativas del hipocampo lateral a la lesión marcado con vimentina 





7.1.- ESTUDIO EN ANIMALES JÓVENES 
 
7.1.1.- Efecto de los SERMs sobre la reactividad glial tras lesión cerebral 
penetrante. 
En el examen cualitativo de las preparaciones se observaron diferencias entre 
los distintos grupos experimentales: los animales tratados con compuestos 
estrogénicos, tanto con estradiol como con los SERMs tamoxifeno y raloxifeno, 
presentaron una cicatriz glial con una menor densidad celular que los animales control 
inyectados con vehículo. Esta menor densidad celular afectó a los dos marcadores de 
glía estudiados (Fig. 70). 
 
El análisis estereológico de las preparaciones, realizado lateralmente a la 
lesión y hasta 350 μm de distancia al borde de la misma, confirmó las observaciones 
cualitativas. El número de células inmunorreactivas para vimentina (astrocitos 
reactivos) y la fracción de volumen de material MHC-II inmunorreactivo (microglía 
reactiva) disminuyeron significativamente tras la administración tanto de estradiol 




Figura 70.- Imágenes representativas del hipocampo lateral a la lesión en ratas hembra jóvenes 
lesionadas y tratadas con distintos compuestos estrogénicos. Marcaje con vimentina para 
astrocitos reactivos (A-D) y MHC-II para microglía reactiva (E-H). A,E.- Vehículo. B,F.- 
Estradiol. C,G.- Tamoxifeno. D,H.- Raloxifeno. Los núcleos celulares aparecen contrastados 


























































































Figura 71.- Efecto del estradiol, el tamoxifeno y el raloxifeno en lesión cerebral penetrante en 
rata joven ovariectomizada. A.- Número de células inmunorreactivas para vimentina por mm3. 
B.- Fracción de volumen de microglía inmunorreactiva para MHC-II. El número de animales por 
grupo aparece indicado dentro de cada barra. Se observó una disminución significativa en la 
reactividad glial tras el tratamiento con los tres compuestos en los dos tipos celulares 
estudiados. Análisis mediante ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, * p<0,05, *** 
p<0,001 vs. Vehículo. Los datos aparecen representados como la media ±SEM. 
 
 
7.1.2.- Efecto de los SERMs sobre la proliferación glial tras lesión cerebral 
penetrante. 
Con el fin de analizar la proliferación de tipos específicos de glía, se realizaron 
tinciones dobles de vimentina y MHC-II en combinación con BrdU. Se fotografiaron las 
secciones en el microscopio confocal en el caso de las tinciones dobles con vimentina 
y en el microscopio óptico para las tinciones con MHC-II y se contó el número de 
células que colocalizaban los dos marcadores hasta una distancia de 400 μm del 
borde de la lesión en el hipocampo (Fig. 72). 
 
La disminución en el número de células de glía reactiva fue acompañada de 
una disminución significativa en su proliferación en el caso de astrocitos. Además, 
dicha disminución fue más potente tras el tratamiento con tamoxifeno para la astroglía. 








Figura 72.- Ejemplo de los marcajes dobles de BrdU combinada con vimentina para astrocitos 
reactivos (A-C) y MHC-II para microglía reactiva (D-E) en el hipocampo de ratas hembra 


































































Figura 73.- Efecto del estradiol, el tamoxifeno y el raloxifeno sobre la proliferación glial tras 
lesión cerebral penetrante en rata joven ovariectomizada. A.- Número de células 
inmunorreactivas para BrdU y vimentina por mm3. B.- Número de células inmunorreactivas para 
BrdU y MHC-II por mm3. N=4. Se observó una disminución significativa en la proliferación glial 
tras el tratamiento con los tres compuestos en astrocitos. No se observaron diferencias 
significativas en la proliferación de microglía reactiva. Análisis mediante ANOVA de una vía con 
test post-hoc de Tukey, *** p<0,001 vs. Vehículo, ^ p<0.05 vs. Tamox. Los datos aparecen 
representados como la media ±SEM. 
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7.1.3.- Efecto de los agonistas selectivos de ERα (PPT) y ERβ (DPN) sobre la 
reactividad glial tras lesión cerebral penetrante. 
Para discernir a través de qué receptor llevaban a cabo sus efectos el estradiol 
y los SERMs, tratamos a los animales con dos agonistas selectivos de los receptores 
de estrógeno en solitario o combinados. En el caso de la astroglía reactiva, se observó 
una disminución significativa tras el tratamiento con ambos agonistas solos o en 
combinación respecto a los valores del grupo vehículo. Sin embargo, la fracción de 
volumen ocupada por las células de microglía reactiva sólo disminuyó 
significativamente con el tratamiento con el agonista del receptor alfa, el PPT, o la 





















































































Figura 74.- Efecto del DPN, el PPT y su combinación sobre la reactividad glial tras lesión 
penetrante en rata joven ovariectomizada. A.- Número de células inmunorreactivas para 
vimentina por mm3. B.- Fracción de volumen de microglía inmunorreactiva para MHC-II. El 
número de animales por grupo aparece indicado dentro de cada barra. Se observó una 
disminución significativa en la reactividad glial tras el tratamiento con PPT sólo o en 
combinación con DPN en los dos tipos celulares estudiados. EL DPN en solitario disminuyó 
exclusivamente la cantidad de astrocitos reactivos. Análisis mediante ANOVA de una vía con 
test post-hoc de Tukey, * p<0,05, ** p<0.01, *** p<0,001 vs. Vehículo. Los datos aparecen 
representados como la media ±SEM. 
 
 
7.1.4.- Efecto del PPT y el DPN sobre la proliferación glial tras lesión cerebral 
penetrante. 
Ambos agonistas fueron capaces de disminuir el número de células de 
astroglía BrdU positivas. La proliferación de microglía reactiva no fue alterada por el 




























































Figura 75.- Efecto del DPN, el PPT y su combinación sobre la proliferación glial tras lesión 
cerebral penetrante en rata joven ovariectomizada. A.- Número de células inmunorreactivas 
para BrdU y vimentina por mm3. B.- Número de células inmunorreactivas para BrdU y MHC-II 
por mm3. N=4. Se observó una disminución significativa en la proliferación glial tras el 
tratamiento con los dos compuestos solos o combinados en astrocitos. No se observaron 
diferencias significativas en la proliferación de microglía reactiva. Análisis mediante ANOVA de 
una vía con test post-hoc de Tukey, *** p<0,001 vs. Vehículo. Los datos aparecen 
representados como la media ±SEM. 
 
7.2.- EFECTO DE LA EDAD, EL TIEMPO TRAS LA OVARIECTOMÍA, EL 
ESTRADIOL Y LOS SERMs SOBRE LA RESPUESTA DE LA GLÍA REACTIVA A UNA 
LESIÓN CEREBRAL PENETRANTE 
 
Una vez observados los efectos del estradiol, el tamoxifeno y el raloxifeno 
sobre la glía reactiva en animales jóvenes, nos planteamos si dicho efecto podría ser 
diferente dependiendo de la edad y el tiempo de privación hormonal al que estuvieran 
sujetos los animales. Por ello, estudiamos la reactividad glial en nuestro modelo de 
lesión cerebral penetrante en animales jóvenes y de mediana edad tras un corto 
periodo de privación de hormonas gonadales y en animales viejos después de un corto 
o un largo periodo de privación hormonal. 
 
7.2.1.- Efecto de la edad y el tiempo tras la ovariectomía sobre el peso 
corporal.  
En los tres grupos de ovariectomía reciente se observó que según aumentaba 
la edad se producía una ganancia de peso significativa. Además, el tiempo tras la 
ovariectomía afectó de forma significativa a los animales viejos: el grupo con un largo 
periodo de tiempo tras la ovariectomía (16 m ovx) presentó un peso significativamente 































Figura 76.- Efecto de la edad y el tiempo tras la ovariectomía sobre el peso de ratas hembra. 
Se observó un aumento de peso significativo y progresivo proporcional a la edad. Los animales 
viejos con un largo periodo de tiempo tras la ovariectomía (16m ovx) presentaron un peso 
corporal significativamente mayor que los animales viejos con un corto periodo de tiempo tras 
la ovariectomía (15d ovx). Análisis mediante ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, *** 
p<0,001 vs. Jóvenes, +++ p<0.001 vs. Mediana edad, ^^^ p<0.001 vs. Viejas 15d ovx. Los 
datos aparecen representados como la media ±SEM. 
 
7.2.2.- Efecto de la edad y el tiempo tras la ovariectomía sobre la reactividad 
astroglial. 
La reactividad astroglial basal tras la lesión cerebral penetrante fue 
significativamente mayor en los animales viejos que en los animales jóvenes, siendo 
todavía más acusada en los animales viejos con un largo periodo de tiempo tras la 
ovariectomía. El estradiol, el tamoxifeno y el raloxifeno disminuyeron significativamente 
el número de astrocitos inmunorreactivos para vimentina en los cuatro grupos 
experimentales estudiados. El número de astrocitos reactivos en animales jóvenes 
resultó menor que en los dos grupos de animales viejos tras el tratamiento con 
estradiol, tamoxifeno y raloxifeno. Asimismo, los animales de mediana edad 
presentaron menor número de astrocitos reactivos que ambos grupos de animales 
viejos tras el tratamiento con estradiol y raloxifeno. Además, se observó mayor 
reactividad astroglial tras el tratamiento con estradiol en animales viejos con depleción 
hormonal prolongada en comparación con los de corta privación hormonal (Fig. 77). 
 
Para descartar la posibilidad de un efecto de los compuestos estrogénicos 
sobre la expresión de vimentina, más que sobre la cantidad de astrocitos reactivos, se 
analizó el número de células inmunorreactivas para GFAP en los animales de mediana 
edad. Los tres compuestos administrados redujeron significativamente el número de 

















































Figura 77.- Efecto de la edad y el tiempo tras la ovariectomía sobre la respuesta a estradiol, 
tamoxifeno y raloxifeno de la astroglía reactiva tras lesión cerebral penetrante. V.- Vehículo. E.- 
Estradiol. T.- Tamoxifeno. R.- Raloxifeno. N=4-6. El número de células inmunorreactivas para 
vimentina fue significativamente mayor en animales viejos que en jóvenes con independencia 
del tiempo tras la ovariectomía y del tratamiento aplicado. Los animales viejos con 16 meses 
tras la ovariectomía (16m ovx) presentaron mayor astrogliosis que los demás grupos. El 
estradiol, el tamoxifeno y el raloxifeno disminuyeron significativamente la cantidad de astroglía 
reactiva en todos los grupos. El número de astrocitos positivos para vimentina fue mayor en los 
dos grupos de ratas viejas que en el grupo de mediana edad tras el tratamiento con estradiol y 
raloxifeno. Tras el tratamiento con estradiol, el número de células inmunorreactivas para 
vimentina fue significativamente mayor en los animales viejos con un largo periodo de tiempo 
tras la ovariectomía (16m ovx) que en las ratas viejas recientemente ovariectomizadas (15d 
ovx). Análisis mediante ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, * p<0.05, ** p<0.01, *** 
p<0,001 vs. Vehículo; ^^ p<0.01, ^^^ p<0.001 vs. Jóvenes, # p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001 
vs. Mediana edad; + p<0.05, ++ p<0.01 vs. Viejas 15d ovx. Los datos aparecen representados 
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Figura 78.- Efecto del estradiol, el tamoxifeno y el raloxifeno sobre el número de astrocitos 
inmunorreactivos para GFAP tras lesión cerebral penetrante en ratas ovariectomizadas de 
mediana edad. El número de animales por grupo aparece indicado dentro de cada barra. Se 
observó una disminución significativa en la reactividad glial tras el tratamiento con los tres 
compuestos. Análisis mediante ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, * p<0,05, ** 






7.2.3.- Efecto de la edad y el tiempo tras la ovariectomía sobre la reactividad 
microglial.  
El estradiol, el tamoxifeno y el raloxifeno disminuyeron significativamente la 
fracción de volumen de material inmunorreactivo frente a MHC-II en animales jóvenes 
y viejos, con independencia del tiempo de depleción hormonal. En este caso, no se 
observaron diferencias significativas entre los dos grupos de edad, ni ningún efecto del 



















































Figura 79.- Efecto de la edad y el tiempo tras la ovariectomía sobre la respuesta a estradiol, 
tamoxifeno y raloxifeno de la microglía reactiva tras lesión cerebral penetrante. V.- Vehículo. E.- 
Estradiol. T.- Tamoxifeno. R.- Raloxifeno. N=4. El estradiol, el tamoxifeno y el raloxifeno 
disminuyeron significativamente la fracción de volumen de material inmunorreactivo para MHC-
II en todos los grupos. No se observaron diferencias relacionadas con la edad o el tiempo tras 
la ovariectomía. Análisis mediante ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey, * p<0.05, ** 


























1.- DIFERENCIAS SEXUALES EN LA RESPUESTA DE LOS ASTROCITOS 
CORTICALES AL LPS. REGULACIÓN POR MODULADORES DE LA 
ESTEROIDOGÉNESIS 
 
En este estudio hemos analizado la expresión de distintos genes a nivel de 
ARN mensajero en cultivos de astrocitos procedentes de la corteza cerebral de 
ratones macho y hembra por separado. Puesto que es bien conocida la existencia de 
diferencias sexuales en las enfermedades neurodegenerativas, el estudio de la 
respuesta de los astrocitos, el tipo celular más numeroso en el sistema nervioso 
central, podría revelar algunos de los aspectos y mecanismos básicos de dichas 
diferencias. Por ello, en primer lugar analizamos la expresión de los genes objetivo del 
estudio en condiciones basales para conocer la situación inicial de los cultivos y, a 
continuación, tras la administración de un estímulo inflamatorio, poder analizar las 
diferencias entre los astrocitos procedentes de machos y hembras. 
 
En primer lugar, hemos analizado la expresión de IL6, IP10, TNFα e IL1β. Los 
niveles basales de estos marcadores resultaron equivalentes en cultivos de astrocitos 
procedentes de ratones macho y hembra. Además, la expresión de estos marcadores 
inflamatorios aumentó significativamente tras la incubación con LPS en astrocitos de 
ambos sexos. Estos resultados coinciden con estudios previos que muestran que el 
LPS induce una respuesta inflamatoria en astrocitos en cultivo (Pistritto et al, 1999; 
Cerciat et al, 2010; Gorina et al, 2011). Sin embargo, nuestros resultados indican que 
los astrocitos procedentes de machos y hembras difieren en las características de su 
respuesta inflamatoria. En respuesta al LPS, los astrocitos masculinos mostraron 
mayor sobreexpresión de IL6, TNFα e IL1β, mientras que dicha inducción era mayor 
en astrocitos femeninos para IP10. Estos resultados sugieren que la respuesta 
astrocitaria al LPS es sexualmente dimórfica, mientras que los mecanismos que 
regulan la expresión basal de los marcadores no lo es. Nuestros resultados coinciden 
con observaciones previas que indican que los astrocitos femeninos son más 
resistentes que los masculinos a la privación de oxígeno y glucosa y a la muerte 
celular inducida por oxidantes (Liu et al, 2007; Liu et al, 2008). Si estos resultados se 
reprodujeran in vivo, la respuesta astrocitaria a la inflamación podría contribuir a las 
diferencias sexuales en la manifestación de muchas enfermedades 
neurodegenerativas. Por ejemplo, la diferente expresión de IP10 en astrocitos 
masculinos y femeninos podría dar lugar, in vivo, a diferencias sexuales en el 
reclutamiento de linfocitos T, células natural killer y monocitos en el sistema nervioso 




expresión de IL1β por los astrocitos in vivo podría dar lugar a diferencias sexuales en 
daño neuronal (Rothwell, 2003) y en la remielinización en esclerosis múltiple (Mason et 
al, 2001). Una mayor producción de IL6 en astrocitos masculinos podría generar 
diferencias sexuales en la recuperación de condiciones patológicas tanto agudas como 
crónicas, ya que la producción astrocitaria de IL6 in vivo aumenta el daño inflamatorio 
crónico (Campbell et al, 1993) pero protege al sistema nervioso central frente a daño 
focal agudo (Swartz et al, 2001; Penkowa et al, 2003; Quintana et al, 2008). 
Finalmente, distinta producción de TNFα en astrocitos de machos y hembras podría 
dar lugar a diferencias sexuales en la reactividad microglial (Syed et al, 2007), en la 
disfunción de la barrera hematoencefálica (Worrall et al, 1997) y en la supervivencia de 
precursores de oligodendrocitos (Kim et al, 2011; Su et al, 2011). 
 
La respuesta al LPS está mediada por el TLR4, un miembro de la superfamilia 
del receptor IL1/TLR. Este receptor se expresa en astrocitos (Blanco et al, 2005; 
Krasowska-Zoladek et al, 2007; Konat et al, 2008; Liao et al, 2010; Gorina et al, 2011). 
Nuestros resultados indican que los niveles de ARNm del TLR4 no difieren en 
astrocitos procedentes de machos y hembras tanto en condiciones de reposo como 
tras el tratamiento con LPS, sugiriendo que las diferencias en la respuesta inflamatoria 
de los astrocitos no están mediadas por una expresión diferente del receptor del LPS. 
Sin embargo, no podemos excluir diferencias en la señalización del TLR4 entre 
machos y hembras. 
 
Las diferencias sexuales en la manifestación de muchas enfermedades 
neurodegenerativas están asociadas con diferencias en los niveles locales de 
esteroides en el sistema nervioso (Caruso et al, 2010; Pesaresi et al, 2010). Los 
astrocitos expresan proteínas, como la TSPO, que están involucradas en el transporte 
de colesterol de la membrana mitocondrial externa a la interna, donde la primera 
enzima de la ruta esteroidogénica, la P450scc, se encuentra localizada (Garcia-Segura 
y Melcangi, 2006; Rone et al, 2009). Por lo tanto, los astrocitos pueden convertir el 
colesterol en pregnenolona a través de la enzima P450scc. Además, los astrocitos de 
roedores expresan todas las enzimas esteroidogénicas necesarias para metabolizar 
pregnenolona en otros esteroides, como la progesterona o el estradiol (Garcia-Segura 
y Melcangi, 2006). Como alguno de los esteroides derivados de la pregnenolona 
presentan propiedades antiinflamatorias y reducen la astrogliosis (Garcia-Estrada et al, 
1993; Barreto et al, 2007), y dado que la expresión de la TSPO se encuentra 
aumentada tras distintas formas de daño neural (Gehlert et al, 1997; Chen y Guilarte, 
2008), hemos examinado si el LPS induce cambios en la expresión de la TSPO en 
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astrocitos. Estudios previos muestran que la TSPO está involucrada en el control de la 
gliosis reactiva (Veiga et al, 2005, 2007) y regula funciones mitocondriales, incluyendo 
el control de la apoptosis (Veenman et al, 2007, 2008), lo que podría asimismo afectar 
a la respuesta inflamatoria. Nuestros resultados indican que no existen diferencias en 
la expresión basal de este transportador en cultivos astrogliales procedentes de 
machos y hembras. Sin embargo, el LPS aumenta los niveles de la TSPO en cultivos 
primarios de astrocitos procedentes de ratones hembra pero no en aquellos 
procedentes de machos, dando lugar a una expresión significativamente diferente tras 
el tratamiento con LPS en cultivos de ambos sexos. En cualquier caso, es posible que 
las diferencias en la respuesta de la TSPO al LPS entre astrocitos de ambos sexos no 
sean suficientes para explicar la respuesta inflamatoria sexualmente dimórfica 
observada, al desconocer si existen o no diferencias funcionales. Para esclarecer este 
punto, realizamos tratamientos combinados con LPS y un ligando de la TSPO 
denominado Ro5-4864, considerado agonista por sus propiedades termodinámicas (Le 
Fur et al, 1983). Estudios previos indican que dicho ligando ejerce efectos 
neuroprotectores en distintos modelos: tras lesión cortical el Ro5-4864 recupera la 
pérdida de potencial de membrana mitocondrial, reduce la activación de caspasa 3 y 9 
y aumenta el número de neuronas supervivientes (Soustiel et al, 2008). El Ro5-4864 
también promueve la supervivencia neuronal y la regeneración nerviosa en daño de 
nervio ciático (Lacor et al, 1999; Leonelli et al, 2005; Mills et al, 2005, 2008) y 
disminuye la gliosis reactiva y previene la pérdida neuronal inducida por ácido kaínico 
(Veiga et al, 2005). Sin embargo, en otros estudios, el ligando PK-11195 (considerado 
antagonista por sus propiedades termodinámicas, Le Fur et al, 1983) pero no el Ro5-
4864 presenta efectos neuroprotectores: en un modelo de inyección 
intracerebroventricular de LPS, sólo el PK-11195 redujo la reactividad microglial (Veiga 
et al, 2007). En nuestro modelo, no observamos ningún efecto del Ro5-4864 sobre la 
expresión de los marcadores de inflamación estudiados al aplicarse en solitario. En 
combinación con el LPS, no modificó la respuesta la respuesta de astrocitos 
femeninos y sólo redujo la inducción de IL6 provocada por el LPS en los masculinos. 
La ausencia de efectos anti-inflamatorios claros por parte de Ro5-4864 en nuestro 
modelo podría tener distintas causas. Como hemos descrito previamente, el Ro5-4864 
presenta o no efectos neuroprotectores según el tipo de lesión practicada, siendo 
incapaz de actuar, por ejemplo, en el modelo de inyección intracerebroventricular de 
LPS, donde el daño era causado por el mismo compuesto empleado en nuestro 
estudio. Los resultados obtenidos con el ligando de la TSPO sugieren que las 
diferencias observadas en su expresión no son la causa de la respuesta sexualmente 




necesario estudiar otros ligandos del TSPO para poder excluir completamente la 
participación de esta molécula en las diferencias sexuales de la respuesta inmune 
astrocitaria. 
 
También hemos analizado el efecto del LPS en la expresión de la proteína 
StAR, otra molécula implicada en el transporte de colesterol al interior mitocondrial 
(Sierra, 2004; Lavaque et al, 2006a). En el cerebro in vivo, StAR es expresada en 
poblaciones específicas de astrocitos y neuronas, aunque la mayoría de las células 
que expresan esta proteína son neuronas (Sierra et al, 2003; Lavaque et al, 2006a). 
Como en el caso de la TSPO, estudios previos han demostrado que la expresión de 
StAR se encuentra incrementada en el sistema nervioso lesionado (Sierra et al, 2003; 
Lavaque et al, 2006b). Sin embargo, en contraste con la TSPO, el LPS no indujo 
cambios en la expresión de StAR en astrocitos. Además, no detectamos diferencias en 
la expresión de StAR entre astrocitos masculinos y femeninos. En cualquier caso, no 
podemos excluir la posibilidad de que existan diferencias en la actividad de la proteína, 
que se regula por modificaciones post-translacionales (Lavaque et al, 2006a). 
 
Asimismo, hemos analizado el efecto del LPS en la expresión de aromatasa, la 
enzima encargada de transformar la testosterona en estradiol. Estudios previos indican 
una regulación sexualmente distinta de la expresión y la actividad de la aromatasa en 
astrocitos en cultivo (Liu et al, 2007). En condiciones de privación de oxigeno y 
glucosa (OGD) los astrocitos femeninos muestran una mayor resistencia al daño que 
los masculinos. Esta diferencia correlaciona con una mayor actividad y expresión de 
aromatasa en astrocitos femeninos. Además, la diferencia sexual en la respuesta a 
OGD se suprime mediante un tratamiento con un inhibidor de la aromatasa (Liu et al, 
2007). Otros estudios en los que no se realizan comparativas entre animales macho y 
hembra indican un aumento de la expresión de aromatasa en ambos sexos tras 
distintos tipos de lesión. Duncan y Saldanha describieron un aumento de aromatasa 
en pinzón cebra macho tras lesión penetrante y tras inducción de neuroinflamación en 
respuesta a un aumento de citoquinas proinflamatorias (Duncan y Saldanha, 2011). 
Por otra parte, Azcoitia y colaboradores describieron un aumento de aromatasa tanto 
en rata como en ratón de ambos sexos tras administración de ácido kaínico y tras 
lesión mecánica (Garcia-Segura et al, 1999). En nuestro estudio, hemos observado 
una respuesta contraria a la observada tras OGD. Mientras que no se observaron 
diferencias en la expresión basal de aromatasa en cultivos de astrocitos masculinos y 
femeninos, tras la estimulación con LPS encontramos una sobreexpresión de la 
aromatasa sólo en astrocitos masculinos. Sin embargo, los niveles de ARNm de 
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aromatasa no resultaron diferentes entre astrocitos masculinos estimulados con LPS y 
astrocitos femeninos tanto en reposo como tras el tratamiento inflamatorio. A pesar de 
las diferencias interespecíficas y metodológicas entre nuestro estudio y el realizado en 
pinzón cebra, ambos cursan con un aumento significativo de señales proinflamatorias, 
que podrían ser la causa de este aumento en la expresión de aromatasa en los 
animales macho. 
 
Para profundizar en el papel de la aromatasa y la síntesis endógena de 
estradiol en nuestro modelo experimental, realizamos tratamientos en cultivos de 
astrocitos procedentes de machos y hembras con letrozol, un inhibidor de la 
aromatasa. Observamos que al aplicar el letrozol en solitario se producía un aumento 
de la expresión de TNFα e IL1β en astrocitos femeninos, mientras que no afectaba a 
los masculinos. Este aumento en las citoquinas en cultivos exclusivamente femeninos 
expuestos a letrozol sugiere que la actividad aromatasa en estas células y por lo tanto 
su síntesis de estradiol puede estar inhibiendo la expresión de TNFα e IL1β en 
condiciones basales. Por el contrario, esto no ocurriría en los astrocitos masculinos, 
por alguna razón que aún desconocemos. La regulación de los niveles basales de 
TNFα e IL1β por la aromatasa en astrocitos femeninos puede tener consecuencias 
fisiológicas relevantes ya que las citoquinas ejercen diversas funciones, cuando no 
existe señal inflamatoria, que incluyen la regulación del desarrollo neuronal, de la 
homeostasis iónica, de la liberación de neuropéptidos y de la plasticidad sináptica 
(Raber et al, 1998; Albensi y Mattson, 2000; Skoff et al, 2009; Park y Bowers, 2010).  
 
A diferencia de la acción del letrozol en condiciones basales, en su 
administración combinada con LPS no se observó efecto en astrocitos femeninos 
mientras que fue capaz de disminuir los niveles de IL6 e IL1β en astrocitos masculinos. 
Esto indica que la actividad aromatasa regula al alza los niveles de IL6 e IL1β en los 
astrocitos masculinos expuestos a LPS. Este efecto de la aromatasa podría ser debido 
a que está disminuyendo los niveles de testosterona al metabolizarla a estradiol. 
Estudios previos han demostrado la capacidad neuroprotectora de la testosterona 
(Bialek et al, 2004) que en este caso podría estar regulando, de forma exclusiva en 
machos, la expresión de interleuquinas proinflamatorias en respuesta al LPS. Además, 
previamente observamos que la exposición a LPS causaba un aumento en la 
expresión de aromatasa en astrocitos masculinos a la vez que una mayor inducción de 
ambas interleuquinas al compararla con la expresión inducida en astrocitos femeninos. 
Dicha diferencia podría ser debida a una mayor aromatización de la testosterona en 




inflamación al disminuir la cantidad de testosterona disponible. Por lo tanto, al bloquear 
la actividad aromatasa con el letrozol, los astrocitos masculinos recuperarían su 
protección natural.  
 
La existencia de una regulación diferente en astrocitos procedentes de machos 
y hembras de la enzima responsable de la síntesis de estradiol nos impulsó a analizar, 
a continuación, la expresión de los dos receptores clásicos de estrógeno, ERα y ERβ. 
Observamos que, en reposo, los niveles de ERα son equivalentes en astrocitos 
masculinos y femeninos, mientras que la expresión de ERβ es mayor en astrocitos 
femeninos. Tras el tratamiento con LPS, se produjo una disminución significativa de 
ambos receptores en astrocitos femeninos y un aumento significativo de ERβ en 
astrocitos masculinos, dando lugar a una diferencia sexual significativa en la inducción 
de ERβ tras exposición a LPS. Un estudio previo realizado en cultivos de astrocitos 
procedentes del bulbo olfatorio de ratones hembra muestra que el pretratamiento con 
un agonista específico del ERβ disminuye la inducción de IL1β, TNFα y la actividad de 
MMP-9, mientras que el agonista de ERα sólo reduce la inducción de IL1β, tras 
administración de LPS (Lewis et al, 2008). Además, se observa una respuesta 
inflamatoria exacerbada en respuesta a agonistas de TLR4 tras la reducción de la 
expresión de ERβ en microglía (Saijo et al, 2011). Los niveles basales de ERβ en 
nuestro estudio son mayores en cultivos procedentes de hembras que en los 
procedentes de machos, pudiendo estos niveles basales conferir mayor protección 
natural frente a la inflamación en los astrocitos femeninos. Este dato correlaciona con 
la mayor represión de la inducción de las citoquinas analizadas tras el tratamiento con 
LPS en los cultivos procedentes de hembras que en los procedentes de machos, 
sugiriendo que la señalización a través del ERβ es la principal responsable de la 
protección frente a inflamación. La sobreexpresión de ERβ tras la administración de 
LPS en astrocitos masculinos podría, por lo tanto, ser una respuesta al daño de los 
astrocitos para disminuir, con cierto retraso en comparación con los astrocitos 
femeninos, la respuesta inflamatoria inducida por el LPS. 
 
A continuación pasamos a explorar la posible implicación de la mitocondria en 
la respuesta de los astrocitos corticales al LPS. Estudios previos muestran diferencias 
sexuales en la regulación de la morfología mitocondrial y la viabilidad astroglial en 
cultivo por el tratamiento estradiol y progesterona (Arnold et al, 2008). Además, la 
mitocondria podría ser un orgánulo diana del estradiol en la ejecución de sus efectos 
neuroprotectores, puesto que actúa sobre ellas tanto de forma directa como indirecta 
(Arnold y Beyer, 2009). En nuestro estudio, no encontramos diferencias significativas 
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ni en los niveles basales ni en la respuesta al LPS en la expresión de genes 
relacionados con la función (CoxIV1 y CoxIV2) y con la fisión mitocondrial (Fis1 y 
Drp1). En relación a la fusión mitocondrial, observamos mayor expresión de la 
mitofusina 1 en astrocitos masculinos que en femeninos en condiciones basales. Tras 
la administración de LPS, en astrocitos masculinos se produce una disminución de la 
expresión de Mfn1 que da lugar a una diferencia sexual significativa en la respuesta al 
LPS. Por otra parte, la expresión de Mfn2 no se vio modificada en ningún caso. 
Nuestros resultados indican que los astrocitos derivados de hembras y machos 
podrían presentar diferencias en la maquinaria de fusión mitocondrial y, por lo tanto, 
una regulación distinta de las redes mitocondriales. La mitofusina 1 está también 
implicada en la respuesta mitocondrial a las especies reactivas de oxígeno (ROS). 
Recientemente se ha descrito que la depleción de Mfn1 protege a los cardiomiocitos 
frente a la disfunción mitocondrial inducida por ROS (Papanicolaou et al, 2011). Por lo 
tanto, los niveles incrementados de Mfn1 en astrocitos masculinos en comparación 
con los femeninos puede causar una respuesta sexualmente dimórfica al estrés 
oxidativo y puede ser en parte la causa de la mayor sensibilidad de los astrocitos 
masculinos a la hipoxia química (Roemgens, 2011) y a toxinas mitocondriales (Sundar 
Boyalla et al, 2011). Igualmente, esta mayor expresión basal de Mfn1 en astrocitos 
masculinos podría estar implicada en la distinta respuesta al LPS en la expresión de 
citoquinas inflamatorias observadas previamente, puesto que la Mfn1 también está 
implicada en la respuestas inmune innata (Castanier et al, 2010; Onoguchi et al, 2010; 
Stavru et al, 2011). El hecho de que el LPS sea capaz de modificar la expresión de 
este marcador apoya esta hipótesis.  
 
Para finalizar, dada la relación directa entre la mitocondria y los procesos 
apoptóticos y puesto que estamos provocando un daño celular por la administración 
de LPS, analizamos genes relacionados con la proliferación y supervivencia celular. 
No encontramos diferencias en la expresión de Pcna, Bcl2 y Bax en astrocitos 
procedentes de machos y hembras ni en condiciones basales ni tras exposición a LPS. 
Asimismo, no pudimos encontrar diferencias en las ratio calculadas relacionadas con 
eventos de proliferación/apoptosis en la célula, Drp1/Fis1, Pcna/Bax (Arnold et al, 
2008) y Bcl2/Bax (Chen et al, 2012; Mela et al, 2012), sugiriendo que la administración 
de LPS a la dosis y el periodo empleado no produce apoptosis. 
 
Como conclusión final de este apartado es interesante remarcar la importancia 
de la realización de cultivos celulares sexualmente diferenciados. La literatura 




sexo de los animales con los que se realizaron y la proporción entre ambos sexos en 
el caso de haberse analizado. Como hemos demostrado en nuestro estudio, la 
respuesta de los astrocitos procedentes de animales macho y hembra puede llegar a 
ser significativamente diferente al menos en lo que a expresión génica se refiere, tanto 
a nivel basal como tras la administración de un agente deletéreo. Por lo tanto, habría 
que reevaluar los resultados obtenidos de estudios en los que el tipo de cultivo no se 
especifica con especial atención, puesto que los efectos neuroprotectores de nuevos 
fármacos, por ejemplo, podrían ser beneficiosos sólo en uno de ambos sexos, o su 
efecto neuroprotector podría enmascararse por actuar de forma contraria en células 
procedentes de animales de distinto sexo. 
 
 
2.- EFECTO DEL PROPIONATO DE TESTOSTERONA SOBRE LA 
RESPUESTA AL LPS DE CULTIVOS ASTROCITARIOS CORTICALES 
PROCEDENTES DE HEMBRAS 
 
Las diferencias sexuales observadas previamente pueden ser el resultado 
directo de los cromosomas sexuales en estas células y/o proceder de la diferente 
exposición a esteroides sexuales durante el desarrollo (Arnold, 2009). Estudios previos 
in vivo indican que las acciones perinatales de los andrógenos están implicadas en la 
generación de diferencias sexuales en la expresión de GFAP y en la diferenciación y el 
número de astrocitos en distintas regiones cerebrales (Amateau y McCarthy, 2002; 
Garcia-Segura et al, 1988; Conejo et al, 2005; Mong et al, 1999). Por ello, nos 
planteamos estudiar la implicación de los andrógenos perinatales en los resultados 
observados al comparar cultivos procedentes de hembras y machos. Para ello, 
analizamos la expresión de los genes del estudio previo en cultivos de astrocitos 
corticales procedentes de hembras tratadas el día del nacimiento con vehículo o con 
propionato de testosterona. La administración de propionato de testosterona en 
hembras el día del nacimiento ha sido empleada previamente para mimetizar el pico 
natural de testosterona que aparece perinatalmente en machos (Pang y Tang, 1984), 
previniendo la muerte neuronal en núcleos sexualmente dimórficos del área preóptica 
(Yang et al, 2004) y compensando las diferencias sexuales en la respuesta a estrés 
(Goel y Bale, 2008), entre otros. 
 
Nuestros resultados indican que los cultivos de astrocitos procedentes de 
hembras androgenizadas el día del nacimiento muestran una respuesta al LPS similar 
a la observada en cultivos de astrocitos procedentes de machos en lo que a genes 
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relacionados con inflamación se refiere. No se observaron diferencias significativas en 
los niveles basales de IL6, IP10, TNFα e IL1β al comparar cultivos procedentes de 
hembras control y de hembras androgenizadas. El LPS aumentó significativamente la 
expresión de los cuatro marcadores en ambos tipos de cultivo, pero indujo un 
incremento significativamente mayor en los niveles de ARN mensajero de IL6, TNFα e 
IL1β en los cultivos procedentes de hembras androgenizadas que en los de hembras 
control. Por el contrario, los niveles de IP10 fueron mayores en los cultivos de hembras 
control. Además el LPS produjo un aumento significativo en la expresión de la TSPO 
en los cultivos procedentes de hembras control mientras que no se observaron 
cambios en los cultivos procedentes de hembras androgenizadas. Esto concuerda con 
el hecho de que la expresión de la TSPO aumenta en los astrocitos femeninos y no en 
los masculinos tras exposición al LPS. Estos resultados indican que la acción in vivo 
de la testosterona el día del nacimiento es capaz de producir modificaciones en los 
astrocitos que se mantienen a largo plazo, incluso tras su extracción del cerebro y 
posterior crecimiento in vitro. La testosterona estaría generando efectos organizadores 
en los astrocitos de tal modo que la respuesta al LPS de astrocitos femeninos se 
modificaría dando lugar a la respuesta característica de los astrocitos masculinos. 
 
Por otra parte, la administración de propionato de testosterona modificó la 
expresión basal de la TSPO: sus niveles en cultivos procedentes de hembras tratadas 
fueron mayores que los observados en los procedentes de hembras control. Por el 
contrario, los niveles de expresión de la TSPO no fueron diferentes entre los cultivos 
procedentes de machos control y de hembras control. También hemos detectado este 
tipo de efecto de la administración de propionato de testosterona sobre la expresión de 
ERα y CoxIV1. Ambos genes mostraron un nivel de expresión mayor en los cultivos 
procedentes de hembras tratadas con propionato de testosterona que en los cultivos 
procedentes de hembras control, mientras que no se detectaron diferencias en su 
expresión entre cultivos procedentes de machos control y de hembras control. Estos 
resultados indican que la administración de propionato de testosterona en el día del 
nacimiento tiene otros efectos en los astrocitos que también se mantienen a largo 
plazo pero que no imitan la situación natural que aparece en los astrocitos 
procedentes de machos.  
 
Si no se produjesen modificaciones post-transcripcionales del mensajero, 
cabría esperar una mayor translocación de colesterol, mayor señalización a través del 
ERα y mayor actividad de la isoforma 1 de la CoxIV en los astrocitos procedentes de 




Hipotéticamente, un aumento en la expresión de la TSPO podría producir una mayor 
esteroidogénesis, aumentando la síntesis de estradiol el cual, a su vez, podría dar 
lugar a una mayor expresión de ERα ya que estudios previos en anguila japonesa 
demuestran un aumento de la expresión de ERα inducido por el tratamiento con 
estradiol (Jeng et al, 2012). Además, el estradiol ejerce efectos neuroprotectores en la 
zona pericontusional tras contusión traumática cerebral mediante la sobreexpresión de 
ERα (Bao et al, 2011). Asimismo, Irwin y colaboradores (2012) han descrito un 
aumento en la expresión de CoxIV tras el tratamiento con estradiol. De esta forma, la 
sobreexpresión de la TSPO provocada por el tratamiento con propionato de 
testosterona podría estar dando lugar al aumento en los niveles de ERα y CoxIV1. 
Este efecto del propionato de testosterona se vio revertido por el tratamiento con LPS 
in vitro, puesto que la expresión de los tres genes disminuyó significativamente, dando 
lugar a una respuesta análoga a la observada en cultivos procedentes de machos y 
hembras en el caso de la TSPO y ejerciendo un efecto no androgenizante sobre ERα y 
CoxIV1. Esto indica una interacción entre el tratamiento in vivo con propionato de 
testosterona y el tratamiento posterior con LPS in vitro. Al igual que en el caso anterior, 
la disminución en ERα y CoxIV1 podría ser consecuencia de la disminución de TSPO 
provocada por el tratamiento de los cultivos procedentes de hembras androgenizadas 
con LPS. 
 
En el caso de la expresión de StAR, hemos observado un efecto combinado de 
la administración del vehículo del propionato de testosterona in vivo y el LPS in vitro. 
No observamos diferencias significativas en los niveles de StAR en condiciones 
basales en los cultivos procedentes de hembras control y androgenizadas, pero tras la 
administración de LPS in vitro, se produjo una inducción de StAR en los cultivos 
procedentes de hembras tratadas con aceite. Este inesperado efecto del aceite 
empleado como vehículo remarca la importancia de una cuidadosa selección del 
medio empleado para disolver los tratamientos. En nuestro experimento, no hemos 
encontrado ningún gen cuya expresión estuviera alterada por el tratamiento en 
exclusiva con el aceite de maíz. Sin embargo, hemos encontrado alguna modificación 
en la expresión de StAR y de los receptores de estrógeno causada por la 
administración de aceite in vivo en combinación con el tratamiento con LPS in vitro. En 
todos los casos se trató de una sobreexpresión tras administrar LPS a cultivos 
procedentes de hembras control. Igual que hipotetizamos previamente respecto a la 
TSPO, en este caso la sobreexpresión de StAR podría estar dando lugar a una mayor 
síntesis de estradiol que a su vez estuviera aumentando los niveles de sus receptores. 
Esta sobreexpresión de StAR podría ser causada por el ácido linoleico, que conforma 
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el 58,7% del aceite de maíz y es capaz de aumentar la expresión de StAR en células 
Y-1 y MA-10 (Artemenko y Jefcoate, 2004). 
 
En lo que respecta a la expresión del ERβ, la respuesta tanto al propionato de 
testosterona como al LPS es compleja. Por una parte, no se observa un efecto del 
propionato de testosterona en la expresión basal del ERβ, de tal forma que se 
mantiene el fenotipo femenino y no se mimetiza la diferencia sexual observada al 
comparar cultivos procedentes de machos y hembras. Sin embargo, tras la 
administración de LPS, observamos un efecto tanto en cultivos procedentes de 
hembras control como de hembras tratadas. En el caso de las hembras control, como 
se acaba de discutir, se produce una sobreexpresión del receptor, quizá causada por 
un aumento en la síntesis de estradiol al aumentar la translocación mitocondrial de 
colesterol a través de StAR. Por otra parte, en los astrocitos procedentes de hembras 
androgenizadas, el LPS no provoca cambios significativos en su expresión, dando 
lugar a niveles medios entre los observados en cultivos procedentes de hembras, en 
los que se producía un descenso significativo de su expresión, y de machos, en los 
que su expresión aumentaba significativamente. En estos momentos, desconocemos 
los mecanismos implicados en la interacción de los efectos causados por el LPS in 
vitro y el propionato de testosterona in vivo sobre la expresión del ERβ, pero pareciera 
que dichos efectos se compensaran, de tal forma que la modulación de la expresión 
del receptor desaparece. 
 
La expresión de TLR4 también se ve modificada por la combinación del 
tratamiento con propionato de testosterona in vivo y con LPS in vitro. Mientras que no 
se detecta un efecto del propionato de testosterona en condiciones basales, se 
observa una diferencia significativa entre los cultivos procedentes de hembras control 
y los procedentes de hembras androgenizadas tras la administración de LPS, sin que 
ninguno de los grupos presente diferencias significativas con sus respectivos 
controles. Parece por lo tanto desenmascarase una ligera sobreexpresión de TLR4 
producida por el aceite de maíz que acompañada por una leve disminución provocada 
por el propionato de testosterona dan lugar a la diferencia observada tras el estímulo 
inflamatorio in vitro. Dado que no se observan diferencias significativas entre los 
cultivos control y los tratados con LPS en ninguno de los casos, la relevancia biológica 
de este resultado es discutible. Este mismo tipo de regulación transcripcional fue 
observada para Bcl-2. En este caso, se observaron mayores niveles de ARNm de Bcl-
2 en cultivos procedentes de hembras androgenizadas que en aquellos procedentes 




diferencias en ausencia de estímulo inflamatorio. En ninguno de los dos casos se 
detectaron diferencias entre el grupo control y el tratado con LPS. 
 
Asimismo, pudimos observar un efecto de la combinación del tratamiento con 
propionato de testosterona in vivo y con LPS in vitro sobre la expresión de Mfn2 y 
Pcna. En el caso de Mfn2, su expresión aumentó en comparación con los cultivos 
procedentes de hembras control tratadas con LPS. En el caso de Pcna, su expresión 
aumentó en comparación con los cultivos también procedentes de hembras 
androgenizadas pero sin el tratamiento inflamatorio. Esto sugiere que el estímulo 
proinflamatorio podría estar desvelando un efecto del propionato de testosterona que 
en condiciones basales permanecería enmascarado, puesto que en ambos casos no 
se observaron diferencias significativas en la expresión basal al comparar cultivos 
procedentes de hembras control y androgenizadas. Un aumento en la expresión de 
Mfn2 en condiciones patológicas podría favorecer la supervivencia celular a través de 
la inhibición de rutas apoptóticas, puesto que la ausencia de esta proteína da lugar a 
fragmentación mitocondrial, activación de Bak y liberación de citocromo c (Sugioka et 
al, 2004; Chen et al, 2005). Asimismo, Chen y colaboradores (2005) observaron una 
menor tasa de división celular en ausencia de ambas isoformas de la mitofusina, por lo 
que la sobreexpresión de una de ellas hipotéticamente podría dar lugar a un aumento 
de la proliferación, explicando de esta forma el aumento de la expresión de Pcna 
observado en cultivos procedentes de hembras androgenizadas tras exposición a LPS. 
 
En el resto de genes analizados encontramos una ausencia total de efecto de 
la androgenización, tal y como ya discutimos para el ERβ en condiciones basales. En 
algunos casos, encontramos que las diferencias observadas al comparar cultivos 
procedentes de machos y hembras no son detectables al comparar cultivos 
procedentes de hembras control y hembras androgenizadas. Estudios previos también 
han mostrado diferencias sexuales no revertidas por la administración de propionato 
de testosterona a hembras en el día del nacimiento. Ramirez et al (2010) describieron 
diferencias sexuales en el eje de la hormona del crecimiento y en proteínas urinarias 
murinas, algunas de las cuales eran suprimidas por el tratamiento con propionato de 
testosterona en hembras, mientras que no se suprimían las diferencias sexuales en los 
niveles de somatostatina ni se masculinizaban los niveles del gen hepático 
predominantemente masculino Cyp2d9. Igualmente, Orikasa y Sakuma (2010) no 
observaron el fenotipo masculino en la distribución neuronal de la porción central del 
área preóptica medial en hembras tratadas con propionato de testosterona. En nuestro 
estudio, mientras que los niveles de aromatasa eran mayores en astrocitos 
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procedentes de machos control que en los astrocitos procedentes de hembras control, 
no pudimos observar diferencias significativas en sus niveles, ni en condiciones 
basales ni tras el tratamiento con LPS, al comparar cultivos procedentes de hembras 
control y androgenizadas. Asimismo, las diferencias observadas en la expresión de 
Mfn1 entre astrocitos procedentes de hembras y machos control, tanto en condiciones 
basales como tras la administración de LPS, no se detectaron entre astrocitos 
procedentes de hembras control y androgenizadas. Estos resultados indican que la 
regulación de ambos genes no recae en efectos organizadores de la testosterona 
perinatal, sino que, probablemente, son debidos a diferencias cromosómicas. 
 
Por otra parte, algunos de los genes analizados no presentaron diferencias ni 
al comparar cultivos procedentes de machos y hembras control ni al comparar los de 
hembras control y androgenizadas. Resulta evidente que la expresión de CoxIV2, Fis1, 
Drp1, Bax y las distintas ratios calculadas no presentan diferencias sexuales en 
astrocitos corticales ni en su expresión basal ni en su respuesta al LPS. Tampoco 
están regulados por la administración de propionato de testosterona in vivo en 
animales hembra, puesto que no fue posible detectar diferencias en este tipo de cultivo 
ni en condiciones basales ni tras un estímulo inflamatorio. Por lo tanto, nuestros 
resultados sugieren que la fisión mitocondrial es independiente del sexo en astrocitos 
corticales en reposo y que no se ve modificada por exposición a LPS. Asimismo, la 
cascada apoptótica, en términos de los niveles de ARNm de Bax, tampoco lo sería. La 
función mitocondrial tampoco parece verse afectada por el sexo o la exposición a LPS, 
puesto que en ningún caso hemos detectado diferencias significativas en la expresión 
de CoxIV2 y de CoxIV1 entre astrocitos procedentes de hembras control y machos 
control, ni en condiciones basales ni tras el tratamiento con LPS. 
 
En resumen, en este estudio hemos observado que el propionato de 
testosterona administrado in vivo a hembras en el día de su nacimiento puede actuar 
de diversas formas sobre los cultivos de astrocitos derivados de las mismas. Por una 
parte, puede tener un efecto masculinizante, tanto en condiciones basales como tras 
administración in vitro de LPS, como hemos observado en la expresión de los 
marcadores inflamatorios. En otros casos, ha ejercido un efecto distinto, que no 
generaba en los cultivos una respuesta análoga a la previamente observada en 
astrocitos masculinos en condiciones basales. Este ha sido el caso para TSPO, ERα y 
CoxIV1. En el caso de TSPO, la administración de propionato de testosterona in vivo 
generó un efecto que no imitaba la situación de los cultivos procedentes de machos en 




equivalente a la masculina. Esto puede ser debido al distinto estado celular en 
presencia o en ausencia de LPS. El estímulo inflamatorio genera una respuesta que va 
a dar lugar a la expresión de distintas moléculas, podrá modificar la actividad de 
algunas enzimas y activar o inhibir cascadas de señalización intracelular, entre otras. 
La acción organizadora del propionato de testosterona puede dar lugar, por lo tanto, a 
una regulación diferencial de ciertos genes, como el de la TSPO, en condiciones de 
reposo y tras la administración de LPS. 
 
También hemos detectado efectos del propionato de testosterona in vivo que 
sólo podían observarse tras la administración de LPS in vitro. Tales han sido las 
respuestas observadas en la expresión de TLR4, Mfn2, Pcna, Bcl2 y, parcialmente, 
ERβ.  
 
Finalmente, hemos observado diferencias sexuales en los niveles de Mfn1, la 
expresión basal de ERβ y la expresión tras exposición a LPS de aromatasa que no se 
revierten mediante la administración in vivo de propionato de testosterona. Por lo 
tanto, dichas diferencias sexuales tienen que deberse a una causa diferente del pico 
perinatal de testosterona que ocurre de una manera natural en los animales macho. 
 
 
3.- EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DE LPS IN VIVO EN MACHOS, 
HEMBRAS Y HEMBRAS TRATADAS PERINATALMENTE CON PROPIONATO DE 
TESTOSTERONA 
 
Una vez analizada la existencia de diferencias sexuales y el efecto de la 
androgenización de las hembras sobre la respuesta de los astrocitos corticales al LPS 
in vitro, nos planteamos analizar algunos de los genes estudiados en un modelo 
similar in vivo. Para ello realizamos el tratamiento con propionato de testosterona o 
vehículo en hembras recién nacidas y, además, incorporamos un grupo de machos 
tratados el día del nacimiento con aceite de maíz. Cuando los animales contaban con 
29 días de vida, de tal forma que las hembras todavía no habían empezado a ciclar y 
evitábamos posibles interferencias en los resultados de los niveles circulantes de 
hormonas ováricas, fueron inyectados con LPS o vehículo para analizar su efecto tras 
24 horas. 
 
Coincidiendo con los resultados observados en los astrocitos corticales in vitro, 
no detectamos ninguna diferencia en la expresión basal de IL6, IP10, TNFα e IL1β en 
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la corteza cerebral in vivo. Tampoco fueron significativamente diferentes los niveles 
basales de los receptores de estrógeno en la corteza cerebral de hembras, machos y 
hembras androgenizadas. Por lo tanto, no detectamos en la corteza cerebral el efecto 
del propionato de testosterona para ERα ni la diferencia sexual en ERβ que 
encontramos en los astrocitos corticales en cultivo. La expresión de los receptores de 
estrógeno por otros tipos celulares de la corteza cerebral podría estar enmascarando 
las diferencias observadas en los astrocitos, puesto que tanto las neuronas como la 
microglía y la oligodendroglía expresan ambos receptores clásicos de estrógeno 
(Mendez y García-Segura, 2006, Vegeto et al, 2001, Zhang et al, 2004). Por otra parte, 
cabe reseñar que en otras regiones cerebrales, como el estriado, de ratones en 
desarrollo y adultos, tampoco se han detectado diferencias sexuales en la expresión 
de ERα y ERβ (Küppers y Beyer, 1999). 
 
Por otra parte, mientras que en los astrocitos in vitro no se observaron 
diferencias sexuales en la expresión basal de TSPO, sus niveles en la corteza cerebral  
in vivo resultaron mayores en animales macho que en hembras. Esta diferencia sexual 
en la expresión basal de TSPO debe de tener un origen distinto a los niveles de 
testosterona perinatal, ya que las hembras tratadas con propionato de testosterona 
presentaron niveles equivalentes a los de las hembras control. Existen pocos estudios 
en los que se comparen los niveles de TSPO en machos y hembras. Mirzatoni y 
colaboradores (2010) realizaron un estudio comparativo en el cerebelo del pinzón 
cebra en el que analizaron varios genes de la ruta esteroidogénica. En animales 
falsamente operados, la expresión tanto de TSPO como de StAR resultó ser mayor en 
hembras que en machos. Además estos autores detectaron un incremento de la 
expresión de TSPO en ambos sexos dos días después de una lesión del cerebelo. 
También detectaron una tendencia a la baja en la expresión de StAR en hembras y 
una tendencia a la alza en la expresión de StAR en machos. En nuestro estudio no 
detectamos modificaciones en la expresión de StAR causadas por el sexo, por el 
tratamiento con propionato de testosterona o por el tratamiento con LPS. En cuanto a 
los niveles de TSPO, observamos una mayor expresión basal en machos y un 
aumento de su expresión tras la administración de LPS sólo en hembras control, pero 
no dando lugar a diferencias significativas ni con los machos ni con las hembras 
androgenizadas. La sobreexpresión de TSPO tras daño al sistema nervioso ha sido 
descrita tanto en humanos (Oh et al, 2011) como en roedores (Yanamoto et al, 2007; 
Arlicot et al, 2008). En nuestro estudio, sólo hemos observado un aumento de su 




machos en reposo alcance niveles suficientemente altos como para no ser capaz de 
responder al daño, mientras que en las hembras se mantiene la sensibilidad al LPS. 
 
La respuesta al LPS de los marcadores de inflamación en la corteza cerebral in 
vivo tampoco se corresponde totalmente con la observada en los astrocitos corticales 
in vitro. Los cambios de expresión de IP10 en corteza cerebral coinciden con los 
observados en los cultivos de astrocitos, de tal forma que el LPS produjo mayor 
inducción en hembras que en machos y hembras androgenizadas. La diferencia 
sexual observada en los astrocitos para IL1β también se mantuvo en la corteza in vivo, 
de tal forma que la inducción fue significativamente mayor en machos que en hembras 
tras la administración de LPS. Sin embargo, en los cultivos de astrocitos dicha 
diferencia sexual era mimetizada por el tratamiento con propionato de testosterona, 
mientras que in vivo, los niveles de expresión de IL1β en la corteza cerebral de 
hembras androgenizadas tras la administración de LPS se corresponden a los 
observados en hembras control y son significativamente mayores que los de machos. 
La contribución de otros tipos celulares a la respuesta al LPS in vivo, como la microglía 
e incluso las células inmunes periféricas puede explicar el diferente efecto del 
propionato de testosterona sobre los niveles de IL1β entre los astrocitos in vitro y la 
corteza cerebral in vivo.  Además, hay que tener en cuenta que los astrocitos 
corticales in vitro no estuvieron expuestos a hormonas circulantes y otros factores 
presentes en los animales durante el primer mes de vida. 
 
Estudios previos indican un aumento en los niveles de IL6 y TNFα en corteza 
de ratones macho 4 horas tras la administración tanto periférica como intracerebral de 
LPS (Beurel y Jope, 2009). En nuestro estudio, no detectamos diferencias 
significativas en la expresión de IL6 tras la administración periférica de LPS. Por otra 
parte, la sobreexpresión de TNFα sólo fue observada en el grupo de hembras control. 
Sería posible que las discordancias entre nuestros resultados y los observados por 
Beurel y Jope (2009) se deban al distinto tiempo de administración de LPS. El LPS 
podría provocar una respuesta rápida y transitoria en la expresión de IL6 y TNFα en 
machos, que ya no sería detectable a las 24 horas de la administración del agente 
proinflamatorio y que podría desencadenar la sobreexpresión observada en IL1β tras 
24 horas de la administración de LPS. En cuanto a las hembras, podría darse una 
sobreexpresión de TNFα que se mantuviera a largo plazo y por ello podemos 
detectarla en nuestro experimento. Además, el estudio previo fue realizado 
exclusivamente en machos. La distinta respuesta observada entre machos y hembras 
en la expresión de TNFα puede deberse no sólo a diferencias locales en la corteza 
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cerebral, sino a diferencias en la señal inflamatoria que llega al cerebro. Cuando el 
LPS es administrado por vía sistémica, el efecto que podemos observar en el sistema 
nervioso central se debe principalmente a la secreción periférica de citoquinas 
proinflamatorias (Qin et al, 2007), puesto que el paso del LPS a través de la barrera 
hematoencefálica es reducido (Nadeau y Rivest, 1999). Por lo tanto, diferencias 
sexuales en otros tejidos y en los niveles en plasma de otras moléculas y hormonas 
podrían modificar la señal inflamatoria que llega al sistema nervioso central, causando 
diferencias en la respuesta del mismo a la inflamación sistémica. 
 
Finalmente, la respuesta al LPS del ERα en la corteza cerebral fue similar a la 
del TNFα, detectándose mayor expresión en hembras que en machos y una expresión 
intermedia en el grupo de hembras androgenizadas. Ya que el estradiol puede 
aumentar la expresión de TNFα, por lo menos en células de la pituitaria anterior 
(Zaldivar et al, 2011), sería posible que una mayor señalización estrogénica debida a 
la mayor expresión de ERα contribuya a los mayores niveles de TNFα en la corteza 
cerebral de las hembras tratadas con LPS. 
 
 
4.- EFECTO DE LOS SERMs SOBRE LA GLÍA REACTIVA  
 
Una vez analizadas las diferencias sexuales en la respuesta a inflamación 
tanto in vitro como in vivo, nos planteamos estudiar el efecto que en dicha respuesta 
podrían ejercer compuestos estrogénicos. Para ello, hemos empleado tanto el modelo 
in vitro previamente descrito de astrocitos corticales procedentes de ratones macho y 
hembra como dos modelos in vivo en rata Wistar: el de administración sistémica de 
LPS y el de lesión cerebral penetrante. 
 
Estudios previos han demostrado que el estradiol tiene efectos 
antiinflamatorios en el SNC. Actúa sobre las neuronas promoviendo el rescate celular 
y sobre la glía, que a su vez va a evitar la muerte neuronal secundaria y a provocar la 
regeneración y remodelación del tejido lesionado, siendo clave para este proceso la 
activación astrocitaria (Bovolenta et al, 1992; Eddleston y Mucke, 1993; Ridet et al, 
1997; Bush et al, 1999; Chen and Swanson, 2003; Jones et al, 2003; Silver and Miller, 
2004; Takuma et al, 2004; Iseda et al, 2004). Estudios in vitro con microglía muestran 
que el estrógeno puede disminuir los antígenos de membrana implicados en 
señalización inmune (Dimayuga et al, 2005), la proliferación y activación de cultivos de 




Además, el estradiol también afecta a la producción de factores deletéreos producidos 
por la microglía reactiva, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), óxido nítrico 
(NO), interferón gamma (IFN-γ) y prostaglandina-E2 (PGE2) entre otras (Bruce-Keller 
et al, 2000; Drew y Chasis, 2000; Vegeto et al, 2001; Baker et al, 2004; Dimayuga et 
al, 2005; Liu et al, 2005). El efecto inhibitorio del estradiol en inflamación también ha 
sido observado en modelos in vivo: disminuye el número de células microgliales en 
ratones viejos (Lei et al, 2003), inhibe la activación microglial en distintos modelos de 
inflamación inducida por LPS o MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6- tetrahidropiridina) 
(Vegeto et al, 2003; Tripanichkul et al, 2006, Tapia-Gonzalez et al, 2008), y reduce la 
reactividad microglial en las inmediaciones de las placas de beta-amiloide en un 
modelo de ratón con enfermedad de Alzheimer (Vegeto et al, 2006) y tras lesión 
cerebral penetrante en ratas (Barreto et al, 2007). 
 
Estudios recientes indican que algunos SERMs pueden presentar efectos 
neuroprotectores: se ha demostrado que en distintos modelos animales de isquemia 
cerebral el tamoxifeno puede disminuir el volumen de la zona infartada y mejorar 
déficits conductuales (Kimelberg et al, 2000; Zhang et al, 2005; Wakade et al, 2008); 
tanto tamoxifeno como raloxifeno y bazedoxifeno previenen la pérdida neuronal en el 
hipocampo tras administración intraperitoneal de ácido kaínico, un compuesto 
excitotóxico (Ciriza et al, 2004). Además, el raloxifeno disminuye la microglía en el 
cerebro de animales viejos (Lei et al, 2003) y el tamoxifeno reduce el daño cerebral 
tras isquemia in vivo en rata (Kimelberg et al, 2003; Mehta et al, 2003; Feng et al, 
2004). Estudios previos indican que el tamoxifeno y el raloxifeno disminuyen la 
respuesta inflamatoria en células microgliales in vitro (Suuronen et al, 2005), así como 
que estos SERMs pueden tener efectos neuroprotectores directos en células 
neuronales (Du et al, 2004; Benvenuti et al, 2005; Biewenga et al, 2005) y que 
disminuyen la producción de moléculas proinflamatorias por parte de los astrocitos 
(Cerciat et al, 2010). 
 
4.1 EFECTO DEL ESTRADIOL Y LOS SERMS SOBRE LA RESPUESTA DE 
LOS ASTROCITOS CORTICALES EN CULTIVO AL LPS 
 
Estudios previos han demostrado acciones antiinflamatorias del estradiol y los 
SERMs sobre la expresión de IL6 e IP10 en astrocitos en cultivo tratados con LPS 
(Cerciat et al, 2010). En este trabajo se partía de cultivos procedentes de machos y 
hembras mezclados en una proporción desconocida y no se analizaba el posible 
efecto de los compuestos empleados per se en la expresión de IL6 e IP10. Por ello, 
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nos planteamos estudiar tanto el efecto del estradiol, el tamoxifeno y el raloxifeno en 
solitario como administrados en combinación con LPS en cultivos de astrocitos 
procedentes de machos y hembras por separado. 
 
Nuestros resultados indican que los compuestos estrogénicos, per se, pueden 
afectar a la expresión de algunas citoquinas. Hemos observado un aumento en la 
expresión de IL6, IP10, TNFα e IL1β tras la administración de estradiol y un aumento 
de IL6 y TNFα tras la administración de tamoxifeno en cultivos procedentes de 
hembras. Por otra parte, no observamos ningún efecto del estradiol, el tamoxifeno y el 
raloxifeno administrado en solitario en cultivos procedentes de machos. El aumento en 
los niveles de citoquinas tras los tratamientos con estradiol y tamoxifeno en los cultivos 
de hembras no tiene por qué ser deletéreo puesto que estas moléculas, como ya se 
discutió previamente, cumplen funciones fisiológicas en ausencia de agentes nocivos 
(Raber et al, 1998; Albensi y Mattson, 2000; Skoff et al, 2009; Park y Bowers, 2010). 
 
Tras la administración de LPS, sin embargo, no hemos encontrado en ningún 
caso una disminución significativa de la inducción en IL6, IP10, TNFα e IL1β, ni en los 
cultivos procedentes de hembras ni en los de machos. El estradiol no modificó la 
expresión de ninguno de los marcadores analizados. El tamoxifeno aumentó 
significativamente la inducción de IL6 provocada por el LPS en astrocitos femeninos y 
el raloxifeno aumentó los niveles de IL6 e IP10 también en astrocitos femeninos. En 
cultivos procedentes de machos, no observamos ningún efecto del tamoxifeno, 
mientras que el raloxifeno redujo ligeramente la expresión de IL6, IP10 y TNFα, 
alcanzándose niveles de expresión intermedios entre los grupos control y tratados con 
LPS y no significativamente distintos de ninguno de ellos. Los distintos efectos del 
estradiol y los SERMs observados en nuestro estudio pueden responder a varias 
causas. Por una parte, si la afinidad de cada una de las moléculas analizadas por 
ambos receptores de estrógeno fuera diferente, los distintos resultados observados 
podrían deberse en primer lugar a la distinta expresión de ERβ en cultivos procedentes 
de machos y hembras en situación basal y, tras el tratamiento con LPS, a la 
sobreexpresión de ERβ en cultivos masculinos y la menor expresión de ambos 
receptores en cultivos femeninos. Además, hay que tener en cuenta la distinta 
conformación tridimensional de los receptores de estrógeno que el estradiol y los 
SERMs generan (Pike et al, 2000a, 2000b, Hubbard et al, 2000), que darán lugar a la 
activación y represión de distintos genes. Asimismo, la situación basal y tras el 
tratamiento con LPS de la célula es diferente, estando disponibles distintas baterías de 




genes por parte de los receptores (Zhao et al, 2005; Saijo et al, 2011). Nuestros 
resultados no se corresponden con los descritos en el estudio de Cerciat y 
colaboradores (2010). A pesar de las similitudes metodológicas y de la analogía en los 
compuestos utilizados, la influencia que los astrocitos procedentes de machos y 
hembras pudieran tener entre sí al cohabitar podría dar lugar a un efecto diferente de 
los SERMs. El hecho de que los resultados obtenidos a partir del mismo diseño 
experimental pero en cultivos procedentes de ambos sexos mezclados o por separado 
difieran apoya la necesidad de realizar los estudios sobre el efecto de fármacos de 
forma sexo-dependiente. Finalmente, las diferencias observadas entre el efecto del 
estradiol y los SERMs pueden deberse a la unión del estradiol con receptores de 
membrana, por los que los SERMs no tienen afinidad, que activarían cascadas de 
señalización intracelular independientes de las que podrían estimular dichos SERMs. 
 
4.2 EFECTO DE LOS SERMS SOBRE LA GLÍA REACTIVA IN VIVO 
 
Tras analizar la existencia de diferencias sexuales en la respuesta inflamatoria 
de los astrocitos in vitro y observar que la respuesta de este tipo celular sólo conforma 
una parte de los efectos que se pueden observar in vivo, pasamos a analizar de forma 
más general la reacción de la glía en dos modelos que cursan con neuroinflamación in 
vivo: un modelo de administración sistémica de LPS y un modelo de lesión cerebral 
penetrante. En el modelo de administración sistémica de LPS hemos medido 
únicamente el efecto de los SERMs sobre la microglía reactiva, dado que no 
encontramos astroglía inmunorreactiva para vimentina, lo que indica que en este 
modelo no se genera astroglía reactiva. En el modelo de lesión cerebral penetrante 
hemos analizado el efecto de los SERMs, de ligandos específicos de los receptores de 
estrógeno, del tiempo de ovariectomía y de la edad sobre la reactividad tanto 
microglial como astroglial.  
 
En los modelos in vivo hemos administrado los esteroides en dosis altas, 
dentro del rango requerido para una eficaz neuroprotección en otros modelos y para la 
estimulación de cascadas intracelulares capaces de activar quinasas de señalización 
en el cerebro de la rata (Azcoitia et al, 1998; Cardona-Gómez et al, 2002; Picazo et al, 
2003). Esta activación de quinasas puede ser independiente de la modulación de la 
actividad transcripcional mediada por los receptores, pero puede depender de la 
interacción de dichos receptores con otras rutas específicas de señalización (Nguyen 
et al, 2005; Pawlak et al, 2005; Mendez et al, 2006; Gatson y Singh, 2007). Estudios 
previos indican que las relativamente elevadas dosis que hemos empleado pueden 
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tener efectos antioxidantes e inhibir reacciones de peroxidación de lípidos, confiriendo 
protección frente a la isquemia cerebral (Simpkins et al, 2005). Las propiedades 
antioxidantes del estradiol pueden participar en la disminución de la gliosis mediante la 
reducción de mecanismos de estrés oxidativo implicados en la activación glial (Wang 
et al, 2006), incluyendo la activación del factor de transcripción nuclear NF-κB 
(Caccamo et al, 2005). Mediante el control de la localización intracelular del NF-κB 
(Dodel et al, 1999; Ghisletti et al, 2005), el estradiol puede disminuir la producción de 
NOS inducible por parte de la microglía (Bruce-Keller et al, 2000; Baker et al, 2004). 
Además, el estradiol puede reducir la liberación de citoquinas proinflamatorias como el 
interferón γ (IFN-γ) y el factor de necrosis tumoral α (TNFα) (Dimayuga et al, 2005) y 
disminuir la liberación de superóxido y la fagocitosis (Bruce-Keller et al, 2000). Las 
dosis de compuestos estrogénicos empleadas también pueden controlar el edema 
cerebral potenciando la expresión de acuaporina-4 en astrocitos parenquimales 
reactivos y procesos gliales perivasculares (Gu et al, 2003; Tomas-Camardiel et al, 
2005). Además, los esteroides sexuales modulan la reactividad glial mediante el 
control de la proliferación de astrocitos (García-Estrada et al, 1999) o mediante la 
modulación de la secreción de factores de crecimiento relacionados con la maduración 
de la cicatriz glial (Flores et al, 1999; Buchanan et al, 2000; Moroz et al, 2003; Sortino 
et al, 2004; Dhandapani et al, 2005). 
 
4.2.1.-Efecto de los SERMs sobre la microglía reactiva en un modelo de 
administración sistémica de LPS 
 
En este estudio hemos analizado el efecto de una batería de SERMs sobre la 
microglía tras la administración de un estímulo inflamatorio a nivel sistémico. Hemos 
utilizado como marcador para la observación inmunohistológica de la microglía 
reactiva el complejo mayor de histocompatibilidad II (MHC-II), ya que está 
ampliamente demostrada su fiabilidad. Mientras que su detección es prácticamente 
imposible en microglía en reposo, su expresión aumenta tras la activación en 
respuesta a estímulos como exposición a neurotoxinas (Cevolani et al, 2001), daño 
neural (Popovich et al, 1997, Hong et al, 2006) o estímulos inflamatorios como el LPS 
(Ng y Ling, 1997, Hauss-Wegrzyniak et al, 1998). Nuestros resultados confirman estos 
datos, demostrando una alta inmunorreactividad para MHC-II tras la administración de 
LPS. Además, la microglía positiva para este marcador presenta los cambios 





Hemos observado que algunos de los SERMs poseen un significativo potencial 
antiinflamatorio, reduciendo el número de células microgliales inmunorreactivas para 
MHC-II. Los SERMs efectivos fueron tamoxifeno, raloxifeno, fispemifeno y 
bazedoxifeno. Los más efectivos fueron tamoxifeno y raloxifeno, SERMs clásicos que 
ya se emplean en clínica. Sorprendentemente, el fispemifeno mostró una acción 
proinflamatoria en ausencia de LPS, lo que indica que algunos compuestos 
estrogénicos pueden inducir inflamación en el cerebro sano, incluso si son capaces de 
reducir la reactividad microglial en condiciones patológicas. Un estudio previo apoya 
esta idea, puesto que demuestra que el raloxifeno puede presentar un efecto 
proinflamatorio en ciertas condiciones (Tapia-Gonzalez et al, 2008). Nuestros 
resultados no muestran esta acción del raloxifeno, aunque el número de células 
inmunomarcadas en condiciones basales en este grupo aumentaba de forma no 
significativa. Los otros SERMs evaluados no han reducido significativamente la 
reactividad microglial. Además, junto con el fispemifeno, HM-280 y HM-282 
aumentaron la inflamación al elevar el número de células positivas para MHC-II en 
ausencia de LPS. 
 
El mecanismo exacto por el cual estos compuestos estrogénicos son capaces 
de regular la activación de la microglía es difícil de definir en nuestro estudio, puesto 
que existen muchos mecanismos potenciales a través de los cuales podrían modular 
dicha activación. Los SERMs, en este caso, pueden tener un efecto periférico, 
actuando en tejidos fuera del SNC e inhibiendo la liberación de citoquinas 
proinflamatorias, de tal manera que se reduciría la activación microglial en el SNC. Por 
otra parte, los compuestos estrogénicos pueden tener un efecto local en el SNC. 
Pueden reducir la reactividad microglial directamente o de forma indirecta a través de 
los otros tipos celulares con los que cohabitan, neuronas y astrocitos principalmente. 
En este efecto local podrían participar los receptores nucleares de estrógeno, que 
modificarían la transcripción génica y por tanto la síntesis proteica (Garcia-Segura et 
al, 2001; McKenna y O'Malley, 2002; Kelly y Rønnekleiv, 2008; Shelly et al, 2008). 
 
Estudios previos confirman la expresión de ER-α y ER-β tanto in vitro como in 
vivo en microglía (Bruce-Keller et al, 2000; Vegeto et al, 2001; Sierra et al, 2008; 
Tapia-Gonzalez et al, 2008; Mor et al, 1999; Vegeto et al, 2001; Takahashi et al, 2004). 
Estudios in vitro han demostrado tanto su presencia como su implicación en la 
protección ejercida por el estradiol frente a la inflamación inducida por LPS (Liu et al, 
2005, Smith et al, 2011). Además, el estradiol es capaz de inhibir la apoptosis 
microglial y la respuesta inflamatoria de manera dependiente de receptor en cultivos 
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(Bruce-Keller et al, 2000; Drew y Chavis, 2000; Vegeto et al, 2001). Tanto el papel de 
ER-α como el de ERβ como mediadores de los efectos antiinflamatorios del estradiol 
han sido demostrados por separado en estudios contradictorios (Vegeto et al, 2003, 
Baker et al, 2004). Además de este mecanismo genómico a través de receptores 
nucleares, tanto el estradiol como los SERMs pueden ejercer su efecto neuroprotector 
modulando cascadas de señalización intracelular, alterando la fosforilación de ciertas 
enzimas y la liberación de calcio. Específicamente, las rutas de la MAPK y de la 
PI3K/Akt están implicadas (Mendez y García Segura, 2006). Estos efectos no-
genómicos son más rápidos que aquellos que cursan a través de los receptores 
clásicos nucleares y probablemente dependen de receptores de membrana como 
GPR30, cuya activación puede dar lugar a señalización a través de dichas rutas en 
fibroblastos dérmicos humanos (Tsui et al, 2011), o de un efecto directo y todavía 
desconocido del estradiol y los SERMs en estas cascadas (Garcia-Segura et al, 2001; 
Dhandapani y Brann, 2002). Serán necesarios futuros estudios para clarificar el 
mecanismo de acción de los SERMs en nuestro modelo. 
 
4.2.2.- Efecto de los SERMs, la edad y el tiempo de ovariectomía sobre la glía 
reactiva en un modelo de lesión cerebral penetrante 
 
Además del estudio de la neuroprotección ante el proceso inflamatorio per se, 
implicado en los procesos neurodegenerativos en general, resulta de alto valor 
práctico y con miras a su aplicación clínica el estudio de la protección y regeneración 
del tejido nervioso en situaciones mucho más concretas, como puede ser el daño 
traumático cerebral. Con la finalidad de analizar el efecto de estradiol y SERMs junto 
con otros parámetros que pudieran influir en la recuperación del daño cerebral y la 
acción estrogénica, como pueden ser la edad o el estado hormonal del individuo, 
realizamos lesión cerebral penetrante en rata Wistar y analizamos la gliosis reactiva. 
 
En primer lugar, realizamos un estudio del efecto del estradiol y dos SERMs, 
tamoxifeno y raloxifeno, sobre la reactividad glial en la región hipocampal próxima a la 
lesión en ratas hembra ovariectomizadas jóvenes, buscando además una posible 
causa de los efectos observados a través del análisis de la proliferación glial. 
Asimismo, para esclarecer el mecanismo de acción de los compuestos estrogénicos, 
realizamos tratamientos con ligandos selectivos de los dos receptores clásicos de 
estrógeno, ERα y ERβ, con la finalidad de discernir cuál de ellos estaba implicado en 





Nuestros resultados indican que tanto es estradiol como los dos SERMs 
analizados están implicados en la disminución de la reactividad glial en los dos tipos 
celulares analizados, astroglía y microglía. Para esclarecer si el efecto de los distintos 
compuestos estrogénicos sobre la glía se debe a cambios en su proliferación, hemos 
evaluado el número de células inmunorreactivas para BrdU (un análogo de timidina) y 
para los distintos marcadores gliales tras los tratamientos hormonales. Hemos 
observado que el tratamiento tanto con estradiol como con los SERMs disminuye el 
número de células que colocalizan BrdU y vimentina, mientras que el número de 
células de microglía reactiva que incorporó BrdU no se vio modificada. Estudios 
previos confirman que una lesión penetrante da lugar a un aumento de la proliferación 
de astrocitos en sus cercanías (Cavanaugh, 1979; Lindsay, 1986; Takamiya et al, 
1988). Nuestros datos indican que el tratamiento con compuestos estrogénicos puede 
disminuir la proliferación de astrocitos, resultado que correlaciona con la disminución 
en el número total de este tipo celular en la zona perilesional. De esta forma, podemos 
hipotetizar que la disminución en la astrogliosis puede deberse a una disminución en 
su proliferación causada por el tratamiento aplicado. Dicha reducción en la 
proliferación puede tener lugar a través de distintos mecanismos, entre los que se 
incluye la regulación de los niveles de neurotransmisores, neuromoduladores y 
factores tróficos, o de sus receptores (Kimelberg, 1988; Hösli y Hösli, 1993). Por otra 
parte, no observamos cambios en la proliferación microglial mientras que sí se observó 
una disminución en la microglía reactiva tras el tratamiento, que podría ser debida, al 
no cursar con menor proliferación, a una menor infiltración de células inmunes desde 
el torrente sanguíneo, que también expresan el marcador MHC-II.  
 
La respuesta de la glía a los SERMs empleados sugiere una implicación de los 
receptores clásicos de estrógeno, α y β, en los efectos observados. Para establecer la 
implicación de uno o de ambos receptores, realizamos tratamientos con agonistas 
específicos, el PPT para el receptor alfa y el DPN para el receptor beta. Observamos 
que ambos ligandos eran capaces de reducir el número de células inmunorreactivas 
para vimentina, mientras que sólo el PPT o la combinación de ambos ligandos 
reducían la microglía reactiva. Estudios previos plantean que sólo uno de los dos 
receptores clásicos esté implicado en la reducción de la reactividad microglial: Vegeto 
y colaboradores (2003) observaron en un modelo de administración intracerebral de 
LPS que el estradiol reduce la activación microglial en ratones knock-out para ERβ, 
pero no en los knock-out para ERα, indicando la implicación exclusiva de ERα. Sin 
embargo, el agonista selectivo de ERβ, DPN, pero no el agonista selectivo de ERα, 
PPT, reduce la activación microglial en un modelo in vitro (Baker et al, 2004). Nuestros 
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resultados indican una implicación exclusiva de ERα en la regulación de la microglía 
reactiva en el modelo de lesión cerebral penetrante, coincidiendo con los resultados 
encontrados in vivo por Vegeto et al. (2003). En cualquier caso, no puede excluirse la 
posibilidad de que la especificidad de PPT y DPN por el receptor alfa o beta se pierda 
al emplearlos a dosis relativamente elevadas in vivo. 
 
En astrocitos es característica la expresión tanto del receptor alfa como del 
beta (ERα y ERβ) en bajos niveles. La lesión penetrante induce una mayor expresión 
de receptores de estrógeno en la astroglía reactiva a partir del tercer día (García-
Ovejero et al, 2002), por lo que los astrocitos serán diana directa del estradiol y los 
SERMs, que también pueden provocar la reducción indirecta de la astrogliosis reactiva 
al prevenir la muerte neuronal. La localización de dichos receptores es tanto nuclear 
como citoplásmica, por lo que desempeñarían, además de su acción genómica clásica 
en el núcleo, un papel distinto e incluso independiente a éste. Chaban y colaboradores 
han descrito la existencia de receptores de estrógeno en la membrana plasmática de 
astrocitos en cultivo y han mostrado que el estradiol provoca el incremento rápido del 
calcio intracelular mediante la activación de un receptor de membrana, que se 
bloqueaba por el inhibidor del receptor de estrógenos ICI 182,780 (Chaban et al, 
2004). El receptor alfa o alguna de sus variantes truncadas, así como el receptor beta, 
están presentes en la membrana plasmática (Razandi et al, 1999, 2002; Watson et al, 
1999; Wade et al, 2001; Chambliss et al, 2002; Beyer et al, 2003; Li et al, 2003) y 
llevan a cabo acciones no genómicas que dan lugar a protección frente a daño 
excitotóxico y a la fosforilación de receptores nucleares (Watters et al, 1997; Singer et 
al, 1999). La expresión en astrocitos de ERα es tardía ya que comienza 3 días tras la 
lesión y alcanza el máximo a los 7 días (García- Ovejero, 2004). Dicha expresión 
transcurre en paralelo con la dinámica de activación astroglial y coincide con la época 
de formación y maduración de la cicatriz glial (Takamiya et al, 1988; Calvo et al, 1991; 
Janeczko, 1993; Amat et al, 1996; Bush et al, 1999). Los estrógenos, a través de estos 
receptores, disminuyen la proliferación y atenúan la hipertrofia y la extensión de 
prolongaciones en los astrocitos (García-Estrada et al, 1993; Del Cerro et al, 1996; 
García-Estrada et al, 1999). Además, promueven la expresión de muchos factores de 
crecimiento, neuroprotectores y con propiedades detoxificantes. 
 
Al igual que en los grupos experimentales tratados con estradiol, tamoxifeno y 
raloxifeno, analizamos la proliferación de los dos tipos gliales tras el tratamiento con 
los ligandos específicos de los receptores. Análogamente a lo observado 




que no se observaron cambios en la microglía reactiva. Esto refuerza la hipótesis de 
que la reducción en la reactividad astroglial se produce a través de la acción de los 
compuestos estrogénicos a través de los receptores clásicos mediante la reducción de 
la proliferación, mientras que en la microglía el proceso de disminución de la 
reactividad se realiza exclusivamente a través del receptor alfa pero sin modificar la 
proliferación. Tapia-Gonzalez y colaboradores (2008) sólo fueron capaces de 
encontrar marca inmunohistoquímica de ERα en células microgliales cerebelares 
reactivas tras administración sistémica de LPS, por lo que no sería descartable que, en 
nuestro modelo, la microglía cerebelar exprese exclusivamente ERα, siendo por tanto 
imposible detectar actividad neuroprotectora del DPN, el ligando específico de ERβ. 
 
Finalmente, comparamos los resultados obtenidos en ratas jóvenes 
ovariecomizadas 15 días antes de la lesión con ratas viejas ovariectomizadas 15 días 
o 16 meses antes de la lesión para poder analizar el efecto de la edad y la duración de 
la depleción hormonal en la respuesta de la glía a los compuestos estrogénicos tras la 
lesión cerebral penetrante. Para asegurar la inexistencia de diferencias entre animales 
jóvenes y animales de mediana edad, también se analizó la astroglía reactiva en 
animales de 8 meses ovariectomizados 15 días antes de la lesión. En todos los tipos 
celulares y todos los grupos de edad y tiempo de ovariectomía, tanto el estradiol como 
el tamoxifeno y el raloxifeno redujeron significativamente la astroglía y microglía 
reactivas, mostrando ser efectivos independientemente de la situación hormonal del 
individuo. En el caso de microglía reactiva, no se observó ningún efecto del tiempo de 
ovariectomía ni de la edad en la capacidad de los compuestos estrogénicos para 
reducir la reactividad. Sin embargo, en el caso de los astrocitos se pudo observar una 
regulación mucho más fina. En primer lugar, la edad influye en el número de astrocitos 
reactivos tras la lesión cerebral penetrante. Esta observación coincide con otras 
previas realizadas en animales macho, en los que la respuesta gliótica tras lesión 
cerebral penetrante (Zhu et al, 2003), daño excitotóxico (Castillo-Ruiz et al, 2007), 
hemorragia intracerebral (Wasserman et al, 2008) e isquemia cerebral (Badan et al, 
2003) aumenta con la edad. Además, hemos observado que una depleción prolongada 
de hormonas ováricas también contribuye a aumentar la astrogliosis reactiva tras daño 
cerebral. Este dato resulta especialmente relevante para el estudio de las 
enfermedades neurodegenerativas en mujeres tras la menopausia, donde la edad va 
asociada a una pérdida de hormonas ováricas. Sin embargo, los compuestos 
estrogénicos disminuyeron significativamente la astrogliosis en todos los grupos de 
edad, incluso en animales viejos con una depleción hormonal prolongada. Nuestros 
resultados en animales de mediana edad concuerdan con otro estudio que muestra 
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que el estradiol mantiene su efecto en supervivencia neuronal en el hipocampo de 
animales de mediana edad en un modelo de isquemia global (De Butte-Smith et al, 
2009). Sin embargo, el número de astrocitos reactivos en animales tratados con 
estradiol y raloxifeno fue mayor en animales de avanzada edad comparado con 
animales jóvenes y de mediana edad. La depleción prolongada de hormonas ováricas 
también dio lugar a un mayor número de astrocitos reactivos tras el tratamiento con 
estradiol en animales de avanzada edad. Los niveles basales de astrogliosis, mayores 
en animales viejos y con larga depleción hormonal, pueden contribuir a estas 
diferencias. Además, un estudio previo en un modelo animal de infarto indicó que la 
depleción prolongada de hormonas ováricas interrumpe las acciones antiinflamatorias 
tanto periféricas como centrales del estradiol (Suzuki et al, 2007). Por tanto, es posible 
que la pérdida de hormonas ováricas a largo plazo de lugar a una regulación 
estrogénica alterada de las citoquinas periféricas y centrales, lo que podría disminuir 
los efectos protectores de los estrógenos en animales de avanzada edad. Además de 
la edad y el tiempo de privación hormonal, el peso corporal en el momento de la lesión 
es también un parámetro importante a tener en cuenta. El peso corporal puede afectar 
a la farmacocinética de los compuestos estrogénicos y puede afectar a la gliosis 
reactiva, puesto que un mayor peso corporal per se está asociado con inflamación 
(Hotamisligil, 2006). Por ello, las diferencias observadas en el peso corporal entre los 
grupos experimentales podrían contribuir a las diferencias observadas en la 
























1) Los astrocitos corticales de ratón macho y hembra en cultivo presentan distinta 
expresión basal del ARNm del receptor de estrógenos β y de la mitofusina 1, lo 
cual podría influir en su respuesta inflamatoria. 
 
2) La respuesta de los astrocitos al LPS in vitro difiere en función del sexo. La 
respuesta al LPS en la expresión del ARNm de marcadores inflamatorios, la 
proteína translocadora del colesterol, la aromatasa, los receptores de 
estrógeno y la mitofusina 1 es diferente en cultivos de astrocitos procedentes 
de machos y hembras. 
 
3) La administración de propionato de testosterona a hembras recién nacidas 
genera una respuesta al LPS parcialmente análoga a la observada en los 
cultivos procedentes de machos. Las diferencias sexuales observadas en la 
expresión de los marcadores inflamatorios y la proteína translocadora pueden 
mimetizarse mediante androgenización perinatal. 
 
4) La administración de propionato de testosterona a animales hembra recién 
nacidas también provoca, en los astrocitos hembra en cultivo, modificaciones 
en la expresión génica basal y en respuesta al LPS que no imitan el perfil de 
expresión de los astrocitos macho. 
 
5) Existen diferencias sexuales en la respuesta cortical al LPS en ratones 
prepuberales, algunas de las cuales se mimetizan por la administración 
perinatal de propionato de testosterona.  
 
6) Las diferencias sexuales observadas en respuesta al LPS de los astrocitos 
corticales en cultivo no se corresponden con las observadas en la corteza in 
vivo. Por lo tanto, la respuesta de otros componentes celulares debe influenciar 
la respuesta inflamatoria in vivo. 
 
7) El tratamiento con estradiol y tamoxifeno en cultivos de astrocitos corticales 
procedentes de hembras produce una sobreexpresión de marcadores 
inflamatorios, mientras que no se observan cambios en los astrocitos 
masculinos. Otros compuestos estrogénicos analizados no modifican la 




8) El tratamiento con Ro5-4864, estradiol, letrozol, tamoxifeno y raloxifeno en 
cultivos de astrocitos corticales estimulados con LPS no da lugar a un efecto 
antiinflamatorio general ni en los astrocitos masculinos ni en los femeninos. En 
algunos casos da lugar a una respuesta al LPS exacerbada en cultivos 
procedentes de hembras y a una menor respuesta al LPS en astrocitos 
masculinos. 
 
9) Los SERMs son capaces de modificar la reactividad microglial in vivo, 
presentando efectos proinflamatorios en solitario, antiinflamatorios tras la 
administración de LPS o ambos. 
 
10) El estradiol, el tamoxifeno y el raloxifeno disminuyen la reactividad glial tras 
lesión cerebral penetrante, independientemente de la edad y del tiempo previo 
de privación de hormonas ováricas. Dicha reducción va asociada, en animales 
jóvenes, a una reducción en la proliferación astroglial, mientras que la 
proliferación microglial no se ve modificada. 
 
11) Los efectos del estradiol, el tamoxifeno y el raloxifeno sobre la reactividad glial 
tras lesión cerebral penetrante cursan a través de los receptores clásicos de 
estrógeno. El receptor α media la disminución de la reactividad microglial y 
astroglial. El receptor β sólo media la disminución de la reactividad astroglial. 
No se observa sinergismo en los efectos mediados a través de cada receptor. 
 
12) La edad y el tiempo de ovariectomía aumentan la susceptibilidad de la astroglía 
a activarse tras lesión cerebral penetrante, dando lugar a una reactividad 
exacerbada en los animales viejos que se acentúa en las ratas con 
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